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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

KAGIT HAMURU BLACK LIKORUNUN BiYOREMIDIASYONUNDA BAZI
BACILLUS SUSLARININ KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Orcan DEMIRCAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2019, 60 Sayfa

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi, diinyadaki en biiyiik ve ayn1 zamanda en kirletici
endiistrilerden birisi olarak kabul gérmektedir. Kagit ve kagit hamuru tiretimi sonucunda
ag1ga cikan ve yiiksek pH, KOI ve BOI’ye sahip bir atik su olan siyah likor, ¢evre
acisindan son derece tehlikeli ve organizmalar iizerinde genotoksik, kanserojenik ve
klastojenik etkilere sebebiyet veren bir kirleticidir. Bu ag¢idan ¢alismada kullanilan Bacillus
megaterium ve Bacillus licheniformis bakterilerinin, bu atik suyun biyoremidiasyonunda
potansiyel birer organizma olduklar: diisiiniilmektedir.

Optimum kosullarda ve negatif kontrolle kiyaslandiginda B. megaterium ve B.
licheniformis bakterilerinin sirasiyla, ~%11 ve ~%16 oraninda rengi giderdigi ve ~%13 ve
~%14 oraninda lignini degrede ettigi tespit edilmistir. Maksimum renk giderimi ve lignin
degredasyonu 72 saat sonunda kizilgam siyah likdriiyle gergeklestirilen alti giinliik
optimizasyon ¢aligsmalari neticesinde tespit edilmistir. Ayrica, bu bakterilerdeki lignolitik
potansiyelin varlig1 molekiiler diizeyde yapilan ¢aligmalarla aydinlatilmistir. Bu bakterilere

ait DyP-tipi peroksidaz enzimleri klonlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyoremidiasyon, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Siyah
likor, DyP-tipi peroksidaz
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Master Thesis
SUMMARY

STUDIES ABOUT USING OF SOME BACILLUS STRAINS IN THE
BIOREMEDIATION OF PULP BLACK LIQUOR

Orcan DEMIRCAN

Karadeniz Technical University
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Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Sabriye CANAKCI
2019, 60 Pages

The paper and pulp industry is recognized as one of the largest and also the most
polluting industries in the world. Black liquor which is a wastewater with high pH, COD
and BOD and produced by paper and pulp industries, is a pollutant which is very
dangerous for the environment and causes genotoxic, carcinogenic and clastogenic effects
on organisms. In this respect, Bacillus megaterium and Bacillus licheniformis bacteria used
in this study are thought to be potential organisms in bioremediation of this wastewater.

It was determined that B. megaterium and B. licheniformis bacteria were removed
color by ~11% and ~16% and degraded lignin by ~13% and ~14%, respectively, under
optimum conditions and compared to the negative control. Maximal decolorization and
degradation was observed after 72 cultivation hours mostly by the six-day optimization
studies with red pine pulp black liquor. In addition, the presence of lignolytic potential in
these bacteria was investigated with zymography and molecular studies. DyP-type

peroxidase enzymes in these bacteria were cloned.

Keywords: Bioremediation, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Black liquor,
DyP-type peroxidases
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Kesfedilmesinden (M.O. 3700-3200) giiniimiize kadar olan siiregte kagit materyali,
insan yasaminin vazgecilmez bir pargasi haline gelmistir. Bununla birlikte, modern kagit
yapma tekniklerinin giderek gelistirilmesi sayesinde, bir birey olarak bu esi benzeri
bulunmayan bu materyale ulasmamiz ucuz ve kolay olmustur. Kagit ve kagit hamuru
endiistrisi, gilinlimiiz diinyasinin en biiyiilk endiistrilerinden biridir. Gida ve Tarim
Organizasyonu (FAO)’nun biinyesindeki Istatistik Birimi’ne ait verilere gore, 2017 yilinda
diinya genelindeki kagit ve karton tiretimi 400 milyon tondan fazla ve kagit hamuru iiretimi
180 milyon tonun {izerine ¢ikmistir (URL-1, 2017). Kagit imalati endiistrisinde bas1 Cin, kagit
hamuru endiistrisinde ise bast Amerika Birlesik Devletleri ¢ekmistir (Chakraborty vd., 2019).
Ayni sekilde, Avrupa'daki kagit ve kagit hamuru endiistrisi, diinya iiretiminin yaklasik dortte
birini olusturmaktadir ve bu endiistride, yillik 100 milyon tondan fazla kagit ve karton ve 42
milyon tondan fazla kagit hamuru iiretilmektedir (URL-2, 2017). Kagit ve karton iiretiminin
yaninda ihracatinda da bast Amerika Birlesik Devletleri ¢ekmekteyken, kagit hamuru
ihracatinda ise bast Kanada almaktadir. Bununla birlikte FAO’nun verilerine dayanarak, 2015
yilinda kisi basina diisen ortalama kagit tiiketimi diinyada 57 kg iken, Avrupa birligi
iilkelerinde 156 kg, Afrika lilkelerinde yedi kg, Japonya ve ABD’de ise 200 kg’dan fazladir
(Atik ve Ok, 2017). Bu veriler baz alindiginda, kagit tiiketim oranlar1 arz ve talepler
dogrultusunda ve iilkelere gore degisiklik gostermektedir.

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi, aynt zamanda giiniimiiz diinyasinin en biiyiik
kirleticilerinden biridir (Guo vd., 2016, Sekil 1). Ote yandan, giderek artmakta olan kiiresel
niifus ve bununla paralel olarak yakit ve kimyasallara olan talebin artmasi, enerji giivenligi ve
cevresel kaygilar gibi bir¢ok toplumsal soruna yol agmaktadir (Wang vd., 2019). Kagit
hamuru yapimi ve agartma, kagit imalatinda rol oynayan baslica iki islemdir. Kagit hamuru
yapiminda odun pargalari, lignin ve hemiseliilozlar1 seliilozdan ayirmak icin kimyasallar

varhiginda c¢ok yiiksek sicaklikta ve basingta pisirilmektedir. Bu islemin sonucunda, kraft



lignin, lignosiilfonat, soda lignini ve agartma islemi sonucunda geride kalan ve farkli kimyasal
ozelliklere sahip cesitli lignin formlar {iretilmektedir. Kirliligin baslica nedeni, endiistrinin
hammadde olarak otsu ve odunsu her tiirden lignoseliilozik bilesiklerin ¢ok yiiksek sicaklikta
ve basingta islenmesi sonucu agiga ¢ikan, koyu kahverengi renge sahip ve siyah likor olarak

tabir edilen atik sudan kaynaklanmaktadir.

%18
kagit ve kagit hamuru
%42 kimyasallar
%17 et ve kiimes hayvanlari
ilag, siit ve icki
%23

Sekil 1. Kiiresel diizeyde endiistrilerin atik su iiretim diizeyleri (URL-3, 2015).

Siyah likor (SL), kagit hamuru ve kagit endiistrisinden acgiga ¢ikan, koyu kahverengi
renkli, giicli koku yayan, yliksek baglangi¢ sicakligina ve yiiksek alkali bir pH’a sahip,
kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI; 20 x 10* mg/L) ve biyolojik oksijen ihtiyacinin (BOI; 40-50 x
10® mg/L) oldukea yiiksek oldugu, toksik klorlu bilesikler, tanenler, regine asitleri, siilfiir
bilesikleri, lignin ve lignin tiirevli iirlinlerini i¢ine alan siispanse katilardan (SK) olusan toksik
bir atik iiriindiir (Sapapporn vd., 2009). Kagit hamuru islemlerinde, karakteristik koyu renge
yol agan kromoforik ve yiiksek oranda oksitlenmis polimerik lignin veya klorolignin tlirevleri
meydana gelmektedir (Bergbauer vd., 1991). Ayrica, kagit hamuru siyah likori, yliksek
miktarlarda lignin, hemiseliiloz ve hiimik asit gibi bilesiklerin yani sira Na2COs, Na2SOa,
NaOH ve NazS gibi yiiksek 6l¢iide bazik maddeler de igermektedir (Xiong vd., 2017, Tian vd.,
2018). Bu bilesenlerden &tiirii, bu atik su alkali bir yapiya sahiptir (pH araligi 11-12). 1 ton

kagit iiretimi sirasinda aciga ¢ikan SL miktar, yaklasik olarak 5 ila 150 m® arasindadir. Bu



deger kullanilan kagidin tiiriine, imalatta kullanilan materyalin karakteristik 6zelliklerine ve
tekrar kullanilmak amaciyla geri doniistiiriilen su miktarina gore degismektedir (Pokhrel ve
Viraraghavan, 2004; Doble ve Kumar, 2005). Bu deger modernlesen kagit hamuru ve kagit
yongasi endiistrilerinde, 1 ton kagit basma 10 ila 50 m®lere kadar diismektedir. Ancak,
gelismis tilkelerde atik suyuna yapilan miidahaleler ¢ok gelisigiizel ve bu atiklardan aritilan
suyun orani ¢ok diisiik oldugundan dolay1, agiga ¢ikan kagit ve kagit hamuru atik su miktar 3
milyar m®ii bulmaktadir (Toczytowska-Maminska, 2017).

Bu koyu renkli atikk suyun aritilmadan veya kismi aritma sonucunda cevreye
bosaltilmasiyla, su kaynaklarinin istenmeyen sekilde koyu sekilde renklenmesinin yaninda,
ayrica BOI ve KOI degerlerinde artisa, ¢oziinmiis oksijen igeriginin ve su bitkilerinin
fotosentetik etkinliginin azalmasina neden olabilir. Bu atik suda bulunan klorlu organik
bilesiklere maruz kalan organizmalarda genetik mutasyonlar ve cilt bozukluklar1 gibi
problemlerle karsilasilmaktadir. Bunun yanisira atik su, karasal ekosistemlerde topragin ve
topraktan elde edilecek mahsuliin verimini azaltir ve eger kirletici maddeler gida zincirine
girerse, insanlarda ve hayvanlarda genotoksik, klastojenik ve hatta kanserojenik etkilere
sebebiyet verecektir (Zainith vd., 2019).

Bu belirtilen c¢evresel problemlerden dolayi, kagit imalat endiistrisinde ¢evre
kirliliginin ve toksik ve mutajenik klorlu organik bilesiklerin 6niine gegmek i¢in Oncelikle
ECF agartma yontemi gelistirilmistir (EPA, 2003). Fakat bu yontem klorlu organik bilesiklerin
tamamen bertaraf edilmesine O6n ayak olamamistir. Bunun sonrasinda oksijen, hidrojen
peroksit, ozon ve perasetik asit gibi malzemelerin siirece katildigi TCF agartma yontemi
gelistirilmistir. Bu yontem olusan klorlu organik bilesiklerin tamamen ortadan kaldirilmasi
i¢cin bir alternatif olmustur (EPA, 2003). Ancak, bu yontemin diisiik pazar ihtiyaci, yliksek
agartma  maliyetleri, diisik k&%t hamur dayanikliligi, heksenuronik  asidin
uzaklagtirnlmasindaki diisiis ve ECF agartma teknikleriyle karsilastirildiginda kagidin
parlakliginin daha ¢ok kaybolmasi gibi sebeplerden dolay1r 2010 yilinda, diinya genelindeki
kullanimlar1 %5’in Oniline gegememistir (Miri vd., 2015). Bunun disinda, kagit ve kagit
hamuru atik suyuna miidahalede gelistirilen bircok membran teknolojileri de bulunmaktadir.
Nanofiltrasyon, membran filtrasyonu, ters osmoz veya membran biyoreaktorleri bunlardan en
yaygin kullanilanlaridir ve atik suyuna miidahalede bu yontemlerin verimleri membran tipine,

atik suyunun tiirtine ve kullanilan membran yontemine goére artmaktadir (Gonder vd., 2012).



Ancak, membranlarin tikanmasi bu yOntemlerde bir dezavantajdir. Aymi sekilde,
elektrokimyasal veya ozonasyon ve Fenton siireci gibi gelismis oksidasyon teknolojileri de
bulunmaktadir. Fakat atik suyuna miidahale esnasinda gereken muazzam seviyedeki enerji
ithtiyac1 ve bu ihtiyacin dogurdugu asir1 maliyet bu tiir yontemlerin dezavantajidir (Tunay vd.,
2010).

Fizikokimyasal miidahale siire¢lerinin meydana getirdigi sekonder atik su
kirleticilerinden kaginmak, asir1 maliyetlerin ve dezavantajlarin 6niine gecmek ve gevresel
talepleri karsilamak i¢in, organizmalarin {irettikleri enzimlerin veya organizmanin kendisinin
uygulandigi biyolojik aritma metotlar1 gelistirilmistir. Ekosistemde biiyiik capta doniisiimlere
neden olan ana varlik mikroorganizmalardir ve bu doniistimlerin gerceklestigi metabolik
siirecleridir. Bakteriler, funguslar veya algler gibi organizmalarin kullanilmasi, ¢evre dostu ve
maliyet bakimindan ekonomik olmalari bu metotlar1 daha cazip bir hale getirmektedir. Bu
organizmalardan bilhassa bakteriler hem aerobik hem de anaerobik kosullarda ¢evre igin
toksik olan kimyasallar1 daha zararsiz tiirevlerine doniistiirebilmektedir. Bununla birlikte,
kiiciik genom biiytikliigline sahip ve hiicre yapilar1 bakimindan basit olmalari; ayrica kisa
stirede genomik materyalini ¢ogaltabilmeleri, hizli evrim gegirebilme ve degisen c¢evre
kosullarma adapte olabilme yetenekleri, bakterileri ¢evre kirliligine sebebiyet veren
kimyasallarin hem saha i¢i hem de saha disinda gideriminde, biyoremediasyon teknolojileri

icin daha uygun biyolojik adaylar haline getirmektedir (Dvotak vd., 2017).

1.2. Kagit, Karton ve Kagit Hamuru Endiistrisinin Tiirkiye’deki Durumu

Diinya genelinde en ¢ok kagit iiretimine sahip olan Cin, ayn1 zamanda en ¢ok kagit
tiiketimine sahip tilkeler arasindadir. Son yillara ait verilerde Cin’de 100 milyon tondan fazla
kagit tiretimi ve 89 milyona yakin kagit tiiketimi goriilmektedir (Sekil 2).

Tiirkiye’de iiretilen kagit miktarinda son on yil incelendiginde 6nemli artislarin oldugu
goriilmektedir. Ozellikle 2010 yilina baktigimizda 2,4 milyon ton kagit iiretimi varken, 2017
yilinda bu miktar 3 milyona yaklasmistir. Ote yandan aymi durum kagit hamuru igin
sOylenememektedir. Kagit hamuru iiretiminde son on yilin verileri incelendiginde, Tiirkiye’nin
giderek diga bagiml bir iilke haline geldigi goriilmektedir. Son on yilda kagit hamuru {iretimi

ayni1 seviyelerde iken, dis iilkelerden ithal edilen miktar her gecen giin artmaya devam etmistir



(Tablo 1). Oluklu mukavva sektdriinde de Tiirkiye’de biiyiik ilerlemeler goriilmektedir. Oyle
ki, 1993 yilindaki toplam tiiketim 371.000 ton iken, 2011 yilinda bu tiiketim 1,7 milyona kadar
yiikselmistir. Bu degerler ayn1 zamanda, yaklasik %70 oraninda yerli kagidin kullandigim
gosterir. Oluklu mukavva sektorii Tiirkiye’de Marmara ve Ege Bolgesi’nde yogun olarak
goriilmektedir. Ayni sekilde, bu sektérde Avrupa’da altinci biiylik iiretici konumda
oldugundan rekabet¢i konumundadir (Atik ve Ok, 2017).
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Sekil 2. 2010-2017 yillarinda baz: {ilkelere ait kagit ve kagit hamuru tiretim rakamlar1 (FAO,
2017).



Tablo 1. Tiirkiye’deki kagit, karton ve kagit hamuru endiistrisinde ithalat ve ihracatin yillara

gore dagilimi (FAO, 2017).

Kagit ve Karton
Uretim _ ithalat (ton) _ Ihracat(ton) D1s Ticvaret
Yillar (ton) Miktar Deger Miktar Deger Aaigt
(ton) (milyon $) (ton) (milyon $) | (milyon §)
2010 | 2.348.000 | 2.700.004 2.266,37 274.528 234,15 2.032,21
2011 | 2.659.000 | 2.613.867 2.500,37 310.817 313,63 2.186,73
2012 | 2.784.000 | 2.711.329 2.316,46 362.416 376,23 1.940,22
2013 | 2.850.000 | 2.659.151 2.268,62 369.901 433,66 1.834,96
2014 | 2.900.002 | 2.696.746 2.279,82 329.707 316,24 1.963,58
2015 | 2.920.011 | 2.468.900 1.848,20 475.700 351,10 1.497,10
2016 | 2.950.010 | 2.638.300 2.223,18 733.900 637,40 1.585,78
2017 | 2.930.012 | 2.672.000 2.345,11 835.000 710,41 1.634,71
Kagit Hamuru
Uretim _ Ithalat (ton) _ Thracat(ton) D1s Ticvaret
Yillar (ton) Miktar Deger Miktar Deger Aaigl
(ton) (milyon $) (ton) (milyon $) | (milyon $)
2010 | 118.000 629.200 525,77 1.241 1,45 524,33
2011 | 128.000 770.140 582,86 2.833 2,74 580,12
2012 | 116.000 841.000 546,12 1.800 1,98 544,14
2013 | 118.000 939.728 629,19 31.307 2,22 626,97
2014 | 123.000 968.813 648,71 38.717 2,72 646,00
2015 | 109.000 | 1.032.300 689,08 18.971 1,43 687,65
2016 | 123.000 | 1.151.600 668,53 21.180 1,51 667,01
2017 | 123.000 | 1.224.230 800,81 17.158 1,29 799,51

Giderek kagit ve karton ihrag eden bir iilke olan Tiirkiye nin bu konumu, kagit imalat

endiistrisine verdigi 6nemin giderek arttigin1 gostermektedir. Fakat bunun yaninda kagit geri

dontisiimiinlin  diisiik olmasi, kagit hamuru hammaddesine duyulan ihtiyacin ve bununla

paralel olarak, dis ticaret aciginin her gecen yil artmasina sebebiyet vermektedir. Bu durum da

kagit maliyetlerin yiiksek olmasinin nedenlerinden biridir (Tablo 1).




1.3. Kagit ve Kagit Hamurunun Yapisi

Teknik olarak kagit; bireysel bitki liflerinden elde edilen ve sonra kurutulan ince kege
(safiha) olarak tanimlanabilir (Atik ve Ok, 2017). Daha derinlere inildikge, bu bitki liflerini
olusturan ve mikrofibril adi verilen lifsi yapilara rastlamak miimkiindiir. Bu lifsi yapilar
meydana getiren ve bitki biyokiitlesinin ana bileseni olarak kabul goéren lignoseliiloz, diinya
genelinde yenilenebilir, gida olarak tiiketilemeyen ve bitki hiicre duvarlarinin sentezinde
kullanilan yapisal bir maddedir. Bitki hiicre duvarlari lignoseliilozun disinda proteinler,
tanenler, organik asitler ve sekonder metabolitler gibi daha kiigiik yapili bilesenler de
icermektedir. Lignoseliiloz; seliilloz, hemiseliilloz ve lignin olmak {izere {i¢ ana bilesenden
olusmaktadir ve lignin polimerlerini seliiloz ile baglantili olan hemiseliiloz ile eter veya ester
baglar1 olusturur (Sekil 3). Bitki biyokiitlesi genel olarak; %40-50 oraninda seliilozdan, %25-
30 oraninda hemiseliillozdan ve %15-20 oraninda da ligninden olugsmaktadir. Bununla birlikte
yukarida bahsedilen bag tiirlerine, bitki tiirlerine, varyetelerine ve c¢evresel kosullara gore bu
oranlar degiskenlik gdstermektedir. Oyle ki, sert agaclarin kokiinde bulunan ksilemler; %40-
55 oraninda seliilozdan, %24-40 oraninda hemiseliilozdan ve %18-25 oraninda da ligninden
olusurken; yumusak agaglarin koklerinde bulunan ksilemlerde, %45-50 oraninda seliiloz,
%25-35 oraninda hemiseliiloz ve hemiseliiloz ile ayni oranda lignin igermektedir (Chio vd.,
2019). Ayrica, lignoseliilozik materyalin icerigi saklama kosullarina, toplama zamanina ve

yontemine gore de degiskenlik gostermektedir.
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Sekil 3. Bitki biyokiitlelerinde mevcut yapt maddelerinden lignin, hemiseliiloz ve seliilozun
sematik gosterimi.

Alkali hamurdan meydana gelen siyah likoriin silispanse olarak bulunan kati
maddesinde, yaklasik %65-70 oraninda organik madde ve %30-35 oraninda inorganik madde
bulunmaktadir. Bu yiizdelerde; lignin icerigi yaklasik olarak %20-30 arasindayken, organik
asit icerigi ise yaklagik %6-10 arasindadir ve toplam sodyum igerigi yaklasik %20-26
arasindadir (Zhang vd., 2012). Kagit hamuru islemi sirasinda, kdgit hamuru siyah likoriinde
bulunan polisakkaritler ve ligninler genelde islenmemis halde kalir ve bu sekilde siyah likore
miidahale etmek ¢ok daha zor bir hale gelir (Thielemans vd., 2002; Gosselink vd., 2004).

Lignin; vaskiiler bitki dokularinin ana bilesenleri olan, aromatik, karbonhidrat
olmayan, zor bozunabilen fenolik bir lignoselilloz bilesenidir. Agirlik agisindan
degerlendirildiginde, yenilenebilir organik maddeler arasinda seliilozdan sonra gelmekte ve
enerji igerigi acisindan diinya genelinde en bol miktarda bulunan bir polimerdir (Kirk ve
Farrell, 1987). Bu nedenle bu essiz biyopolimer, diinyanin karbon dongiisiinde merkezi
konumdadir. Ligninin etkin bir sekilde degredasyonu, hammadde olarak lignoseliilozun
kullanilarak ticari agidan degeri yliksek olan iirlinlerin islendigi endiistriyel sektorlerde biiyiik
onem arz etmektedir (de Gonzalo vd., 2016). Bu biyopolimer bilesen, sadece bitkinin

disarisim1 saran bir kabuk malzemesi degildir. Ayrica, patojenlere karsi direnci artirarak



ahsabin mikroorganizmalar tarafindan enzimatik hidrolizinin yavaslatilmasina olanak
saglamakta ve selilloz mikrofibril tabakalarini birbirine kenetleyerek bitki hiicre duvarlarini
gliclendirir. Hiicre duvarlarinda bulunan lignin, bitkileri her tiirlii biyotik ve abiyotik stres
kosullarina kars1 korur (Weng ve Chapple, 2010; Leisola, Pastinen ve Ax, 2012; Labeeuw vd.,
2015; Vavilala vd., 2019).

Molekiiler seviyede lignin, fenilpropanoid yolu ile sentezlenen, heterojen halde, ¢apraz
baglh ve oldukca dagilmis {li¢ farkli alifatik hidroksil grubun karmasik halde bulundugu bir
fenolik polimerdir. Bu o6zelligi, alifatik hidroksiller, fenolik hidroksiller ve metoksil
hidroksillerin de yer aldigi, iic boyutlu yapisinda igerdigi birka¢c fonksiyonel gruba
dayanmaktadir. Bu icerdigi fonksiyonel gruplar, ligninin reaktivitesini ve kimyasal
ozelliklerini etkilemektedir. Ozellikle hidroksil gruplar ve aromatik yapi, polimerlerin
ozelliklerini belirlemek i¢in en kritik fonksiyonel gruplardir. Alifatik hidroksil gruplar
genellikle farkli lignin kaynaklarinda en bol bulunan hidroksil gruplari olabilmektedir.

Ligninin yapisinda bulunan alifatik hidroksil gruplar monolignol (lignin monomerleri)
olarak bilinmektedir. Bu monolignoller, p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkoldiir
(Terrett ve Dupree, 2019). Lignin makromolekiiliine baglanan bu monolignollerin yapilarinda
sirastyla, p-hidroksifenil birimi (H), gayasil birimi (G) ve sirinjil birimi (S) bulunmaktadir ve
bu monomerlerin dagilimlari, farkli ahsabin veya bitkinin tiiriine ve dokularina gore
degiskenlik gostermektedir (Tablo 2, Schoenherr vd., 2019). Yumusak agaclarda
(Gymnospermler) G-tipi lignin (%90-95 civarinda koniferil alkol igerir), sert agaglarda
(Angiospermler) GS tipi (%25-50 civarinda koniferil alkol ve %50-75 civarinda sinapil alkol

icerir) ve ¢imenlerde ise GSH ligninlerinin es molar bir karisimi bulunmaktadir (Sekil 4).
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Tablo 2. Lignin birimlerinin basit yapilar1 ve farkl tiirlere gore dagilimlar.

s v Ay

- OCH; H,CO OCH; -~ *
o._ o._ o._
Tiirler G S H
Cam (yumusak agac) %98,3 %0,0 %1,7
Kavak (sert agac) %37,8 %61,9 %0,3
Arabidopsis (dikotil) %77,1 %?20,1 %2,8
Misir (monokotil) %38,3 %58,9 %2,8

Bu GSH birimlerinin tiimiine birden fenil propan monomerleri ad1 verilmektedir. Bu
birimler, ¢ok miktarda eter karbon—oksijen—karbon (C-O-C) (-0O-4/4', a-O-4/4', aly-O-y, 4-
0O-5/5', vd.) ve karbon—karbon (C-C) (5-5/5', p-p, p-1, p-5, vd.) olmak {izere, ¢ok ¢esitli,
karmasik ve gesitli baglarla birbirlerine baglanmaktadir (Zhou vd., 2011; Liu vd., 2019). Bu
baglar genellikle, aril eter (5-O-4), fenilkumaran (f-5), rezinol (5-f), bifenil eter (4-O-5) ve
dibenziodioksin (5-5/4-O-4) baglaridir Vavilala vd., 2019). Fenil gruplar1 arasindaki bagi
kirmak olduk¢a zordur ve yiiksek miktarda enerji gerektirmektedir, bu agidan fizikokimyasal
metotlarin yerine biyolojik metotlarin kullanim1 bu yiiksek miktardaki enerji gereksinimini ve

maliyeti en aza indirmeyi amaglamaktadir.
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Sekil 4. Koniferil, sinapil ve p-kumaril alkollerin aromatik yapilari ve bulundurduklar
birimlerin sematik gdsterimi.

1.4. Kagit ve Kagit Hamurunun Degredasyonunda Gorev Alan Enzimler

Molekiiler biyoloji alaninda yapilan ilk kesifler ve biyoloji miihendisligi disiplininde
katedilen ilerlemeler, bu mikroorganizmalarin metabolik aglarinda yapilan rasyonel
manipiilasyonlarla baz1 zorluklara bir ¢6ziim sunmaktaydi. Rekombinant DNA teknolojisinin
ortaya c¢ikmasiyla, biyoremediasyonun saha i¢indeki uygulamalarindan, genetik miithendisligi
uygulamalaria doniistiiriilmesi saglandi. Bu yeni alanin amaci; tiim organizmalari incelemek,
bu organizmalarin kullandig1 biyodegredasyon yolaklarin1 arastirmak ve hedef alinan
kirleticilerin bulundugu ortamda mineralizasyonunu saglayan enzimleri tespit etmek, bunlari
tiretmek ve karakterizasyonlarint  gerceklestirmektir (Dvorak vd., 2017). Lignin
degredasyonunda genellikle funguslar veya bakterilerin i¢inde bulundugu bir¢ok organizma

tiirli goérev almaktadir. Funguslar arasinda en yaygin lignin degredicileri beyaz kiif funguslari,
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filament6z funguslar ve maya taksonlar1 iken, bakterilerde genellikle Actinobacteria ve
Proteobacteria subesine mensup tiirler lignin degredicileri olarak bilinmektedir (Bugg vd.,
2011; Tian vd., 2014; Brink vd., 2019). Bu organizmalar i¢inde yalnmizca birka¢ grubu
karmasik yapiya sahip fenolik lignin polimerini degrede edebilme kabiliyetine sahiptir. 1980'li
yillara uzanan aragtirmalara dayanilarak, lignin degredasyonu i¢in funguslar, nispeten giiclii
enzim sistemlerine sahiptir. Bu nedenle kagit ve kagit hamuru endiistrisinde bu
organizmalardan faydalanilmaktadir. Funguslarin yaninda bakteri tiirlerinin bir¢ogunun ve
bunlarin sentezledikleri enzimlerin lignini degrede ettigi, rengini agarttig1 ve Kkirleticinin
toksisitesini diigiirmesi ile ilgili yapilan bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir (Chandra vd., 2007).

Funguslarin lignini ayristirabilme kabiliyetleri, yillardan beri ¢alisilmis ve hatta
glinimiizde de calisilmaya devam ediliyor olsada, funguslarin siki biiyiime kosullar1 ve
miiskiilpesentligi, oksijen sinirlamalar1 ve diisiik oksijen konsantrasyonlarmin funguslar
tizerinde bir inhibitor etkisi yaratmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte funguslarin
pH degisimlerine karsi adaptasyondaki zayifliklar, sicaklik ve sporlar tarafindan kolay
kirlenmeleri, enzimleri lignin degredasyonu i¢in ¢ok 1iyi aktivite goOstermesine ragmen
karmasik yapilarindan otiirii  manipiilasyonlarindaki  zorluklar gibi bir¢cok kusurlari
bulunmaktadir (Wang vd., 2013). Funguslar, ekstrem ¢evre sartlarinda da bakteriler kadar
kararli degildir. Oysa, kagit ve kagit hamurundan elde edilen siyah likor alkali pH’a sahip bir
atik sudur. Bu olumsuzluklar biitiiniiyle ele alindiginda, funguslarin kagit ve kagit hamuru
endiistriyel alanlarinda kullanimlar1 bir geri plana atilmaktadir.

Funguslarla karsilastirildiginda bakteriler daha genis pH, sicaklik ve oksijen
araliklarini tolere edebilmekte ve enzim yapilarinin basitliginden 6tiiri manipiilasyonlar1 daha
kolay olabilmektedir. Ayni1 zamanda, bakteriler anaerobik kosullara muazzam bir adaptasyon
sergilemekte, sicaklik, pH ve oksijen siirlamalarina karsi oldukca toleransli olabilmektedir
(Wu ve He, 2013). Bu agilardan ele alindiginda, bakterilerin glinlimiizde 6zellikle ¢ok cazip
bir arastirma konusu haline gelmistir.

Bakteriler i¢inde simdiye kadar, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Rhodococcus jostii, Rhodococcus opacus, Acinetobacter baylyi, Serretia marcescens,
Nocardia, Flavobacterium, Micrococcus, Xanthomonas, Arthrobacter, Amycolatopsis gibi
bircok mikroorganizmanin lignoseliiloz ve tiirevlerini degrede edebilme kabiliyetine sahip

olduklar1 tespit edilmistir (Zimmermann, 1990; Zhu vd., 2017; Janusz vd., 2017; Brink vd.,
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2019). Bunlarin yaninda; a-Proteobacteria simifinda bulunan Brucella, Ochrobactrum,
Sphingobium ve Sphingomonas tiirleri; ayrica, y-Proteobacteria sinifina ait olan Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida, Enterobacter lignolyticus ve Escherichia coli gibi birgok
tiriin lignolitik olduguna dair bir¢ok arastirma konusu bulunmaktadir (Kalyani vd., 2011;
Bugg vd., 2016; Liu vd., 2019). Burada bahsi gecen tiirler disinda, giiniimiizde yeni bakteri
tiirleri kesfedilmekte ve bunun kagit ve kagit hamuru atik suyuna miidahale {izerine
potansiyelleri agiklanmaya calisilmaktadir. Mesela yapilan bir aragtirmada, kagit ve kagit
hamuru endiistriyel siltlerinden izole edilen 10’dan fazla lignin degrede edici bakteri tespit
edilmistir. Yapilan analizler sonucunda bu bakterilerin Serratia, Citrobacter, Klebsiella,
Paenibacillus, Aneurinibacillus ve Bacillus cinslerine ait tiirlerin oldugu anlagilmistir
(Chandra vd., 2007).

Enzimler, biitiin canlilarda kimyasal reaksiyonlar1 ydnlendiren katalizorler olarak
bilinmektedir. Ortamda az miktarda bulunmalari veya bazilarinin birden fazla reaksiyona
katilabilme yeteneklerinin bulunmasi, girdikleri reaksiyondan degismeden c¢ikabilmeleri,
fizikokimyasal yontemlerde meydana gelen enerji agligimi aza indirerek girdikleri siirecin
hizin1 arttirmalari, sadece belli reaksiyonlara ©zgiil olmalari ve belirli sicaklik ve pH
araliginda aktif olmalar1 gibi ¢ok cesitli 6zelliklere sahiplerdir. Bu katalizorlerin endiistriyel
siireclerde gorev almaya baglamalari, kagit ve kagit hamuru endiistrisinin en biiylik pazar
ihtiyacina sahip sektorlerden biri haline gelmelerine 6n ayak teskil etmistir. Kisi basina diisen
kagit ihtiyacinin ozellikle gelismis iilkelerde giderek artmasi, bu endiistrinin getirisi olan
kirleticilere miidahalede ¢evre dostu ¢alismalarin ve etkili liretim siirecinin 6nem kazanmasini
saglamaktadir.

Lignin degredasyonundan sorumlu enzimler i¢in ligninazlar, lignolitik enzimler gibi
bir¢ok terim tercih edilmektedir ve bu siirece katilan enzimler iki ana grupta incelenmektedir.
Bunlar lignini modifiye edici enzimler ve lignin degredasyonuna yardimci enzimlerdir. Lignin
modifiye enzimler grubuna yapilarinda bakir bulunduran fenol oksidazlar (lakkazlar) ve
lignin, mangan ve ¢ok fonksiyonel (versatil) peroksidazlari i¢cine alan ve yapisinda hem grubu
iceren peroksidazlar girmektedir (Tian vd., 2014; Janusz vd., 2017). Ikinci gruptaki enzimler
ise, lignini kendi baslarina degrede edemezler, ancak degredasyon siirecinde olmazsa olmaz
enzimlerdir. Bu enzimler grubunda; aril alkol oksidazlar, aril alkol dehidrojenazlar, glioksal

oksidazlar, kinon rediiktazlar, sellobiyoz dehidrojenazlar, siiperoksit dismutazlar, glukoz 1-
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oksidazlar, piranoz 2-oksidazlar ve metanol oksidazlar yer almaktadir (J da Silva Coelho-
Moreira, 2013).

1.5. Peroksidazlar

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), en yaygin, neredeyse her organizmada mevcut ve
yapilarinda hem grubu bulunan bir glikoproteindir. Yapilarinda demir (III) protoporfirin-9
prostetik grubunu tasirlar. Yaklasik olarak, 30 ila 150 kDa arasinda degisen bir molekiiler
agirhiga sahiptirler. Bunlar, hemen hemen biitiin organizmalarda hidrojen peroksit gibi
peroksitleri elektron alicis1 olarak kullanarak, ¢esitli organik ve inorganik bilesiklerin
oksidasyonunu katalize eden bir oksidorediiktaz grubudur. Enzim kaynagi, tasidigi izoenzimi
ve hidrojen vericisi goz Oniine alindiginda, pH 4 ila 7 arasinda en iyi aktiviteyi gostermektedir.

Peroksidazlarin katalitik dongiisii, farkli enzim araformlarini icermektedir. ilk olarak,
Fe** = 0-porfirin n-katyon radikalinin bir hem yapisina sahip olan ve bilesik 1 (Col) olarak
adlandirilan dengesiz bir araform olusturmak iizere hidrojen peroksit ile oksitlenir ve bunun
sonucunda peroksit suya indirgenir. Sonra Col, bilesik II (Coll) 'ye elektron vermek {iizere
elektron vericisi substrati oksitleyerek serbest bir radikali agiga ¢ikartir. Ayrica Coll, ikinci
substrat molekiilii tarafindan indirgenerek, demirin Fe** formunu yeniden kazandirmak igin
baska bir serbest radikal iiretir (Hamid ve Rehman, 2009).

Peroksidazlar;

e Fenolik kirleticilerin ve bu kirleticilerin tiirevi olan bilesenlerin uzaklastiriimasi

e Sentetik boyalarin renginin agartilmasi

e Organik bilesiklerin ve polimerlerin sentezi

e Domuz giibresinin kokusunun giderilmesi

o Kagit ve kgt hamuru endiistrisindeki uygulamalar:

e Peroksidaz biyosensorleri

e Analiz ve teshis kitleri uygulamalari

e Enzim immiinoassayleri (ELISA)

e Biyoyakit liretiminde fungal peroksidazlarin yeni gelistirilen stratejileri gibi ¢ok

yaygin kullanim alanlarina sahiptir (Hamid ve Rehman, 2009).
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RedoxiBase (http://peroxibase.touluse.infra.fr/) veritabanina goére peroksidazlar,
katalazlar, haloperoksidazlar, di-hem sitokrom c¢ peroksidazlar, hayvan peroksidazlari ve
hayvanlarda bulunmayan peroksidazlar (daha onceleri bu enzim grubu bitki peroksidazlari
(Welinder, 1992; Zamocky vd., 2014) olarak adlandirilmaktaydi) ve DyP-tipi (boya agartic1)
peroksidazlar olmak iizere alti siifta degerlendirilmektedir. Hayvanlarda bulunmayan
peroksidazlar, kendi aralarinda ayrica simf I, II ve III olmak iizere {i¢ sinifta
degerlendirilmektedir. Siif I peroksidazlar, katalaz-peroksidazlari, prokaryotlardaki hiicre ici
ve Okaryotlarda organellerde bulunan okaryotik hem peroksidazlar1 (6rn: mitokondriyal); sinif
II tiim hiicre dis1 6karyotik enzimleri ve giiniimiizde prokaryotlarda da oldugu bilinen lignin
peroksidazlar (LiP), mangan peroksidazlar (MnP) ve versatil peroksidazlar1 (VP) icermektedir.
Smif III peroksidazlar ise, tiim salinan bitki hem peroksidazlar igermektedir (Sugawara vd.,
2017; Janusz vd., 2017).

Prokaryotlarda en sik saptanan ve caligilan lignolitik enzimlerden biri hi¢ siiphesiz
bakir igeren lakkazlardir. Lakkazlar disinda en c¢ok bilinenleri ise, hi¢ siiphesiz yukarida
belirtildigi gibi lignin peroksidazlar (LiP; EC 1.11.1.14), mangan peroksidazlar (MnP; EC
1.11.1.13), versatil peroksidazlar (VP; EC 1.11.1.16) gibi enzim ailesini barindiran, simif II
hayvanlarda bulunmayan peroksidazlardaki hem peroksidazlar grubudur. Klasik peroksidaz
siniflandirmasindan ziyade LiP, MnP ve VP enzimleriyle filogenetik agidan iligkisi
bulunmayan ve gilinlimiizde yeni bir peroksidaz tiirii olarak bilinen DyP-tipi (boya agartici)
peroksidazlar hakkinda da bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

DyP-tipi peroksidazlar (EC.1.11.1.19), daha 21. yiizyilin baslarinda yeni yeni ortaya
cikan bir terimdir. Bu i¢inde bulundugumuz yiizyilda giderek gelisen genomik ve proteomik
analizler sayesinde, daha Onceleri mangan peroksidaz, versatil peroksidaz gibi bilinen
peroksidazlarla iliskisi bulunmayan, hem peroksidaz ailesine mensup bir enzimdir (Knop vd.,
2016). DyP-tipi peroksidazlar, RedoxiBase veritabanina gore filogenetik agcidan A, B, C ve D
olmak tizere dort sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan A sinifi; Tat sinyal dizisini tagiyan hiicre dis1
enzimleri, B ve C smifi ise sitoplazmik enzimleri ifade etmektedir. Bir¢ok potansiyel
bakteriyel kokenli enzimler B ve C sinifinda bulunmaktadir. D smifi ise fungal kokenli
enzimlerdir.

DyP-tipi peroksidazlar diger hem peroksidazlarla karsilastirildiginda, daha basit bir

yapiya sahiptir. Yapilarinda a-heliks ve B-paralel tabakalar1 igeren iki domain bulunmaktadir


http://peroxibase.toulouse.infra.fr/
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ve bu domainler arasina hem kofaktorii yerlesmektedir. Lignin degredasyonu i¢in bu enzimler,
boyalari, lignin ve ligninle iligkili olmayan bilesikleri aril eter ($-O-4) baglarim1 kopararak
okside etmektedir. Ayrica, mangan peroksidaz ve versatil peroksidazin bir 6zelligi olan
Mn?*’yi de okside edebilirler. (Sekil 5; Colpa vd., 2014; Janusz vd., 2017). Bu enzimler,
disik pH araliklarinda calisabilme kapasitesine sahiplerdir. Bu enzimlerin molekiiler
agirliklar1 genellikle 50 ila 60 kDa araliindadir. Fakat baz1 bakterilerde daha kii¢lik boyuta
sahiptirler (yaklasitk 40 kDa). Bilinen peroksidazlardan bir istiinliikleri de DyP-tipi
peroksidazlarin hidrolaz ve oksijenaz aktivitelerine sahip olmalaridir (Sugano vd., 2009).
DyP-tipi peroksidazlar diisiik 6zgiilliikk gosterirler ve tiim peroksidaz substratlarini okside

edebilirler.
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Sekil 5. DyP-tipi peroksidazlarin katalitik dongiisii. Parantez i¢inde belirtilen enzimler de
sekildeki katabolik reaksiyonlar1 gergeklestirebilme yetenegine sahiptir. (MnP;
mangan peroksidaz, VP; versatil peroksidaz, DyP; DyP-tipi peroksidaz) (Janusz vd.,
2017).

DyP-tipi peroksidazlar ilk kez bir fungus tiirii olan Bjerkandera adusta (6nceden
Geotrichum candidum Dec 1)’da tespit edilmistir (Kim ve Shoda, 1999). En son yapilan
genomik aragtirmalarla birlikte bu enzimler genellikle bakterilerde, az sayida funguslarda ve

yiiksek yapili Okaryotlarda bulunmaktadir (Janusz vd., 2019). Thermobifida fusca ve
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Rhodococcus jostii gibi bircok bakteri tiiriinde de yaygin olduklart yapilan caligmalarla
belirlenmigtir. (Tablo 3). Bu tiir ¢aligmalarin laboratuvarda gergeklestirilebilecegi
kanitlanmistir ve bir sonraki asama olan endiistriyel seviyelere yiikseltilebilecegi

ongoriilmektedir.

Tablo 3. Baz1 bakterilerden karakterize edilen DyP-tipi peroksidazlarin gdsterimi (Colpa vd.,

2014).
?alrtnilya Proteinin ad: Elde edildigi organizma Referans
EfeB/YcdB Escherichia coli 0157 Liu vd., 2011
A DyPA Rhodococcus jostii RHAL Ahmad vd., 2011
TfuDyP Thermobifida fusca van Bloois vd., 2010
BsDyP (YwbN) Bacillus subtilis é%ﬂ?gskﬁ ,Vzd(')’lgom
DyPB Rhodococcus jostii RHAL g‘gg; ?Ss\\//?j 22%1111
5 TyrA Shewanella oneidensis Zubieta vd., 2007a
BtDyP Bacteriodes thetaiotaomicron Zubieta vd., 2007b
PpDyP Pseudomonas putida Sezer vd., 2013
DyPPa Pseudomonas aeruginosa PKE117 Livd., 2011
D - - -
BLDyP Brevibacterium linens M18
EfeX* Escherichia coli 0157
DyplB Pseudomonas fluorescens Pf-5 Rahmanpour vd., 2015
E(lerllilfsliz DyPT1 Rhodococcus sp. T1 Sahinkaya vd., 2018
CboDyP Cellulomonas bogoriensis Habib vd., 2019
RA0OPIX ?aoultella ornithinolytica OKOH- Falade vd., 2019
PmDyP Pseudomonas sp. Q18 Yang vd., 2018

*Potansiyel olarak B sinifina mensup
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1.6. Calismanin Amaci

Organizmalarin kagit ve kagit hamuru atik suyunda biyoremediasyon denemelerine
dair yapilan arastirma sayis1 her gegen gilin artmaktadir. Arastirmalar genelde funguslar
tizerinde yogunlasmistir. Fakat funguslarin siirli oksijene ve yiiksek pH’lara kars1 dayaniksiz
olmalari, manipiilasyon zorluklar1 ve ekstrem ¢evre kosullarinda yararli olamamalar1 gibi
sikintilar arastirmacilarin ilgisini bakterilere yoneltmistir. Ek olarak, literatiirlerde lignin
degredasyonu caligmalar1 funguslara kiyasla daha azdir. Buna ragmen, bakteriler degisen
ortamlara kars1 olaganiistii bir adaptasyon yetenegine sahiptir. Bu nedenle, lignolitik
bakteriler, endiistriyel lignin kullanimi1 i¢in bir bulus niteligi tasimaktadir. Ayrica, bu
mekanizmalar1 nasil gerceklestirdiklerine dair giderek artan bu merak, ilgileri enzim
seviyesine cevirmistir. Bir¢ok arastirmada, lignin degrede edebilen bakteri suslari ileri
molekiiler yontemlerle kesfedilmistir, ancak yeni uygulanabilir suslar i¢in arastirmalara ihtiyag
gerekmektedir.

Yapilan bu tez c¢alismasi kapsaminda; kizilcam kagit ve kagit hamuru siyah likorii
tizerinde Bacillus licheniformis ve Bacillus megaterium bakterilerinin lignin degredasyon
yetenekleri test edilmistir. Bu bakterilerle kagit ve kagit hamuru atik sularinin gevre ve
organizmalar lizerindeki toksik etkilerinin giderilmesi Ongoriilmiistiir. Ayrica, molekiiler

seviyedeki caligmalarla DyP-tipi peroksidaz enziminin varlig1 aydinlatilmaya calisilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Protein markorii (New England BioLabs®, P7710S), Biotinlenmis 2-Log DNA
markori (0.1-10 kb) (New England BioLabs®, N7554), Tripton (Merck, V441613949),
Maya ekstrakti (Merck VM175053), Agar (Sigma, 05039), Alkali kraft lignin (Sigma,
370959), Bakteriyolojik pepton (Oxoid, LP0037), Sodyum kloriir (Sigma, S3014), MgSO4
(Sigma, 208094), D-(+)-glukoz (Sigma, G8270), D-(—)-Fruktoz (Sigma, F0127), Gliserol
(Merck, K40789992008), K2HPOs4 (Merck, A678671), KH2POs4 (Merck, 567300),
Bromofenol mavisi (Gerbu, 080702), TEMED (Amresco, 0761), NaOH (Sigma, 06203),
H2SOs (Merck, 1.00731.500), N,N'-Metilenbisakrilamid, %99 (Roth, 112171975), o-
Dianisidin (Sigma, D9143), APS (Merck, 101200), Etil alkol (Sigma, 24102), Sodyum
bifosfat (Merck, 1065861000), Coomassie Brillant Mavisi G-250 (Sigma, B0770),
Coomassie Brillant Mavisi R-250 (Merck, 2C2133453), BSA (Promega, R396), Glisin
(Sigma, G8898), Potasyum hekzakloroplatinat (Sigma, 206067), Ampisilin (Fischer
Scientific, BP1760), Agaroz (Gibco, 5517UB), Wizard® Genomik DNA Saflastirma Kiti
(Promega, A1125), pGEM®-T Easy Klonlama Kiti (Promega, A1360), PureLink™ Quick
Jelden Cikartma Kiti (Invitrogen, K210012) Trizma bazi1 (Fischer Scientific, BP152),
Siikroz (Merck, K46376951527), Kalsiyum kloriir dihidrat (Sigma, 12022) kullanildz.

2.2. Kullanilan Mikroorganizmalar

KTU, Biyoloji Béliimii, Molekiiler Biyoloji ABD Arastirma Laboratuvari’nin
envanterinde mevcut olan Bacillus megaterium ve Bacillus licheniformis bakterileri
kullanildi.

2.3. Arastirma Materyali

Tez caligmasinda arastirma materyali olarak kullanilan, kizilgam kagit hamurundan

elde edilen siyah likor, OYKA Kagit Ambalaj firmasina ait olup, Karadeniz Teknik

Universitesi, Orman Fakiiltesi, Orman Endiistri Mithendisligi’nden temin edilmistir.
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2.4. Optimizasyon Calismalari

2.4.1. Kullamlan Besiyerleri

Optmizasyon ¢alismalarinda MSM besiyeri (g/L: 2,4: Na2HPO4, 2: K2HPO4, 0,1:
NH4NOs, 0,01: MgSOg, 0,01: CaClz, 5: pepton, 1 mL/L trace element soliisyonu (g/L: 1,5:
nitriloasetik asit, 3: MgS0a4.7H20, 0,5: MnSO4.H20, 1: NaCl, 1: FeSO4.7H20, 0,1: CoSO4,
0,1: CaCl2.2H20, 0,1: ZnS0O4.7H20, 0,01: CuSO4.5H20, 0,01: AIK(SO4)2.12H20, 0,01:
HsBOs, 0,01: Na2M004.2H20); pH 7,6) kullanildi.

CFU analizleri i¢in LB (Luria-Bertani) (g/L: 10: tripton, 5: pepton, 5: NaCl; pH
7,0) s1v1 besiyeri ve LB agar besiyeri kullanildi (Luria, 1984).

Lignin degredasyonun zon olusumunu gézlemlemek icin; LBM agar besiyeri (g/L:
1: KH2POs4, 0,5: C4H12N206, 0,001: CuSO4.5H20, 0,5: MgS04.7H20, 0,001: Fe2(SO4)s,
0,01: maya ekstrakti, 0,01: CaCl2.2H20, 0,001: MnSO4.H20, 16: agar; pH 7,0) hazirlandi.

2.4.2. Siyah Likoriin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bakterilerin ¢ogaltilacagi optimum siyah likor konsantrasyonunun belirlenebilmesi
icin %5 (v/v) ve %10 (v/v) oraninda siyah likor igeren MSM kullanildi. iki farkli oranda
siyah likor igeren MSM besiyerine, 600 nm’deki optik yogunlugu (ODsoo), 0,15 olacak
sekilde B. licheniformis ve B. megaterium bakterileri inokiile edildi. Numuneler 37°C’de
ve 140 rpm’de 144 saat boyunca inkiibe edildi. S6z konusu numunelerden her giin 6rnek
almarak en iyi rengin agardigi orani belirlemek icin analizler yapildi. Alinan G6rnekler
8000xg’de 30 dk. santrifiij edildi. Ardindan 100 kat sulandirilmis 1 mL siipernatant, 3 mL
fosfat tamponu (0,1 M pH: 7,6) ile karistirild1 ve 280 nm’de dlgtimleri yapildi. Elde edilen
absorbans degerlerine goére optimum siyah likor konsantrasyonu belirlendi (Verma ve

Ekka, 2018).

2.4.3. CFU Analizleri

Karbon ve azot kaynagi optimizasyon c¢alismalart boyunca bakterilerin SL

icerigindeki canli hiicre miktarini belirlemek i¢in CFU analizleri yapildi. Karbon ve azot
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kaynaklartyla beraber bunlarin optimum konsantrasyonlari belirlemek i¢in yapilan
optimizasyon ¢aligmalar1 boyunca 6rnekler toplandi.

Oncelikle steril kabin igerisinde 96 kuyulu steril platelere 1.kuyudan itibaren 10.
kuyuya kadar 90 pl LB sivi besiyeri konuldu. Ardindan toplanan 6rneklerden 10 pl
alinarak 1.kuyudaki LB siv1 besiyeri ile karistirildi. Béylece 10 °den ve 107%°a kadar seri
diliisyon hazirlandi. Her bir diliisyondan LB agar petrisine 10 ul ekim yapildi. Petriler

37°C’de bir gece inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra olusan koloniler sayildi.

2.4.4. Karbon Kaynaginin Belirlenmesi

Siyah likérdeki (SL) lignin degredasyonu ¢alismalari igin 100 mL’lik erlenler
kullanildi. Siyah likoriin renk ve lignin igerigini azaltmak i¢in bakterilerin ¢ogaltilacagi
MSM besiyerine eklenecek karbon kaynaklari olarak; glukoz, galaktoz, fruktoz, siikroz ve
sodyum asetat belirlendi. Baslangi¢c konsantrasyonu olarak %1 (w/v) belirlendi ve bu
konsantrasyonda bes farkli %5 (v/v) SL-MSM besiyeri (pH 7,6) hazirlandi (Tablo 4).

100 mL’lik erlenlere toplam hacmi 30 mL olacak sekilde besiyeri ilave edildi.
Baslangi¢ ODsoo = 0,15 olacak sekilde besiyerine bakteri inokiilasyonu yapildi. 37°C’de ve
140 rpm’de, 144 saat siireyle inkiibe edildi. Her giin bu besiyerlerinden 6rnekler alindi.
Toplanan siyah likorlii besiyeri oOrnekleri 8000 xg’de 30 dk. santrifiij edildi ve

spektrofotometre yardimiyla 280 nm’de absorbanslari 6l¢iildii.
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Tablo 4. Karbon kaynagini belirlemek i¢in hazirlanan besiyerleri.

Negatif kontrol

%5 (v/v) SL-MSM (%1 glukoz, pH 7,6)

%5 (v/iv) SL-MSM (%1 galaktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 sodyum asetat, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%] siikroz, pH 7,6)

B. licheniformis

%5 (v/v) SL-MSM (%1 glukoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 galaktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 sodyum asetat, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%] siikroz, pH 7,6)

B. megaterium

%>5 (v/v) SL-MSM (%1 glukoz, pH 7,6)

%?5 (v/v) SL-MSM (%1 galaktoz, pH 7,6)

%>5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%>5 (v/v) SL-MSM (%1 sodyum asetat, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 siikroz, pH 7,6)

Optimizasyon calismalar1 sonucunda en iyi renk gidermesinin tespit edildigi karbon
kaynag1 belirlendikten sonra, optimum konsantrasyonunu tayin etmek i¢in optimizasyon
calismalar1 yapildi. Bu amagla; sirasiyla 9%0,25; %0,50, %1; %I1,5 ve %2 (w/v)
konsantrasyonlarinda, en iyi renk gideriminin tespit edildigi karbon kaynagi eklenerek bes
farklt MSM besiyeri hazirlandi (Tablo 5). Yine 100 mL’lik erlenlere 30 mL %5 (v/v) SL’li
besiyeri ilave edildi ve bakteri inokiilasyonu yapildi. 144 saat siireyle inkiibe edildi ve her
glin 6rneklerden numuneler alinarak analiz edildi. Tespit edilen sonuglara gore en iyi

agarmanin goriildiigii karbon kaynag: secildi ve azot kaynagi optimizasyon g¢alismalarina

gecildi.
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Tablo 5. Karbon kaynaginin konsantrasyonunu belirlemek igin hazirlanan besiyerleri.

%5 (v/v) SL-MSM (%0,25 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%0,50 fruktoz, pH 7,6)

Negatif kontrol | %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1,5 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%2 fruktoz, pH 7,6)

%>5 (v/v) SL-MSM (%0,25 fruktoz, pH 7,6)

%>5 (v/v) SL-MSM (%0,50 fruktoz, pH 7,6)

B. licheniformis | %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1,5 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%2 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%0,25 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%0,50 fruktoz, pH 7,6)

B. megaterium %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1,5 fruktoz, pH 7,6)

%?5 (v/v) SL-MSM (%2 fruktoz, pH 7,6)

2.4.5. Azot Kaynaginin Belirlenmesi

En iyi renk gideriminin tayin edildigi karbon kaynagi ve optimum konsantrasyonu
belirlendikten sonra azot kaynagi optimizasyon calismalarina gecildi. MSM besiyerine
eklenecek azot kaynaklar1 olarak; tripton, maya ekstraktl, sodyum nitrat ve pepton
belirlendi. Bu kaynaklar ayr1 ayr1 %1 (w/v) konsantrasyonda ilave edilerek, dort farkli ve

%1 (v/v) fruktozlu %5 SL-MSM besiyeri (pH 7,6) hazirlandi (Tablo 6).
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Tablo 6. Azot kaynagini belirlemek i¢in hazirlanan besiyerleri.

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 sodyum nitrat; pH 7,6)

Negatif kontrol %05 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 tripton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 maya ekstrakti; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 sodyum nitrat; pH 7,6)

B. licheniformis 9/ (viv) SL-MSM (%1 fruktoz, %L tripton: pH 7.6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 maya ekstrakti; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 sodyum nitrat; pH 7,6)

B. megaterium o & iv) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 tripton: pH 7.6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 maya ekstrakti; pH 7,6)

100 mL’lik erlenlere, 30 mL %1 fruktozlu besiyeri ilave edildi. Baglangic ODsoo =
0,15 olacak sekilde besiyerine bakteriler inokiile edildi. 37°C’de ve 140 rpm’de, 144 saat
stireyle cogaltildi. Her gilin bu besiyerlerinden ornekler alindi. Toplanan siyah likorli
besiyeri Ornekleri ayni giin icinde spektrofotometre yardimiyla 280 nm’de absorbanslari
olgiildii.

280 nm’de Olglilen absorbans verilerine dayanarak MSM besiyeri igerigine
eklenecek azot kaynagi belirlendi. Bunun iizerine sirasiyla %0,25; %0,50, %1; %1,5 ve %2
(w/v) konsantrasyonlarinda, en iyi renk gideriminin tespit edildigi azot kaynag: eklenerek,
%1 (v/v) fruktozlu %5 SL-MSM besiyeri hazirlandi (Tablo 7). 100 mL’lik erlenlere, 30
mL %1 fruktozlu besiyeri ilave edildi ve bakteri inokiilasyonu yapildi. 37°C’de ve 144 saat

stireyle inkiibe edildi ve her giin 6rneklerden numuneler alinarak analizleri yapildi.
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Tablo 7. Azot kaynaginin konsantrasyonunu belirlemek i¢in hazirlanan besiyerleri.

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,25 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,50 pepton; pH 7,6)

Negatif kontrol %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1,5 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %2 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,25 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,50 pepton; pH 7,6)

B. licheniformis | %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1,5 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %2 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,25 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %0,50 pepton; pH 7,6)

B. megaterium %5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %1,5 pepton; pH 7,6)

%5 (v/v) SL-MSM (%1 fruktoz, %2 pepton; pH 7,6)

2.4.6. Renk Tayini

Lignin degredasyon calismalar1 sirasinda elde edilen bakteri siipernatantlari ile
gerceklestirilen renk agarmasi deneyleri APHA nin belirledigi standartlara gore belirlendi
(APHA, 2011; Yadav ve Chandra, 2017). Besiyerlerindeki mevcut lignin igerigi i¢in, 8000
xg’de 30 dk. boyunca ¢oktiiriilen 6rneklerin slipernatantlari (1 mL) alinarak, 3 mL fosfat

tamponu (pH 7,6) ile seyreltildikten sonra 280 nm’de absorbanslari 6lgiildi.

2.4.7. Lignin Degredasyon Oraninin Belirlenmesi

Pearl ve Benson (1940) tarafindan kesfedilen ve Barnes vd. (1943) tarafindan
gelistirilen bu yontem, herhangi bir soliisyonun igerisindeki lignin igerigini belirlemek i¢in
nitrozleme ad1 verilen belirli bir kimyasal reaksiyona dayanir.

Lignin igerigini belirlemek i¢in 6ncelikle 6rnekler nétr veya bazik pH’a ayarlandi.
Daha sonra 50 mL’lik numuneye, 1 mL %10’luk asetik asit ¢6zeltisi ve ardindan 1 mL
%10’luk sodyum nitrit ¢ozeltisi ile karistirildi. 15 dk. oda sicakliginda bekletildi. Siirenin
sonunda, bu 6rnegin igerisine 2 ml 2N’lik amonyum hidroksit ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon
durduruldu ve 5 dk. sonra 6rneklerin 430 nm’de absorbanslari 6lgiildii. Korlemek igin, 50

mL distile suyun igerisine 1 mL %10’luk asetik asit ¢ozeltisi ve igerisine 2 mL 2N’lik
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amonyum hidroksit ¢ozeltisi eklendi. 15 dk. sonrasinda ise 1 mL %10’luk sodyum nitrit

¢ozeltisi ile karigtir1ldi. Olgiilen absorbans degerlerinden lignin igerigini hesaplamak icin;
Lignin (ppm) = Abs./0,000247

formiili kullanildi. “0,000247 degeri tathi su orneklerindeki lignin igerigini belirlemek

icin kullanilan sabittir (1000 ppm = 1 mg/mL).

2.4.8. Lignin Degredasyon Zonunun Goézlenmesi

Bakterilerin lignin degredasyonu bakimindan pozitif olduklarim1 petride
gozlemlemek icin LBM agar besiyeri hazirlandi. Besiyerinin yarisina %0,00025 metilen
mavisi (0,00025 g/L), diger yarisina ise %0,25 oraninda kraft lignin (2,5 g/L) ilave edildi.
%0,005 KL igeren MSM (pH 7,2) besiyerine inokiile edilen bakteri 6rnekleri bir gece boyu
cogaltildi. Ertesi giin bu bakterilerden alinan 6rnekler 8000 xg’de 30 dk. santrifiij edildi.
Santrifiij esnasinda metilen mavisi ve kraft lignin iceren LBM agarli petrilere kuyucuklar
acildi. Ardindan c¢oktiiriilen numunelerin siipernatantlarindan 100’er pL  alinarak
kuyucuklarin igerisine eklendi. Petrideki agarin siipernatant sivisini tamamen niifuz etmesi

beklendi. Petriler 37°C’de bekletildi. Ertesi giin olusan zonlar incelendi.

2.4.9. Proteinlerin Elde Edilmesi

Bakterilerden protein elde etmek i¢in, MSM besiyeri ve %0,75 (w/v) oraninda kraft
lignin (KL) iceren MSM besiyeri (pH 7,6) olmak tiizere iki farkli besiyeri hazirlandi. Daha
sonra bakteriler 37°C’de ve 140 rpm’de 16 saat cogaltildi. Ertesi giin ODsoo degerleri
Olctildii. Bu degerlerden yola cikilarak; 500 mL’lik erlenlere, hacimce 1/10 oraninda hem
MSM (pH 7,6) hem de %0,75 (w/v) kraft lignin iceren MSM besiyeri konuldu (her bir
bakteri i¢in). Baglangi¢ kiiltiiri icin ODsoo = 0,15 olacak sekilde bakteri inokiilasyonu
yapildi. Bunlara ilaveten; negatif kontrol (bakteri icermeyen) olacak sekilde ayn1 hacimde
iki besiyeri daha hazirlandi. Toplamda alt1 erlen, 37°C’de ve 140 rpm’de 144 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. 2. giinden itibaren bakteri iceren besiyerlerinden 6rnekler toplandi.
Bu o6rnekler toplandiktan sonra ayni giin igerisinde 8.000 rpm’de 30 dk. santriflij edildi.
Ardindan siipernatant pelletinden ayrildi ve -20°C’de saklandi.

Daha sonra siipernatant1 uzaklastirilan pellet 6rnekleri 0,1 M fosfat tamponu (pH

7,6) ile ¢oziildii ve ornekler sonikasyon cihazi ile patlatildi. Ardindan 14.800 rpm’de 15
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dk. santriflij edildi ve siipernatant kismi alindi. Liyofilizator cihazi ile protein ornekleri

yogunlastirildi.

2.4.10. Protein Konsantrasyon Tayini

Liyofilize edilen protein Orneklerin protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi,
Bradford’un (1976) gelistirmis oldugu metoda gore gergeklestirildi. Bu metotta orjinali
kirmizi olan Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglandiginda maviye
doniismesi esas alinmaktadir. Oncelikle 100 mL’lik Bradford boya ¢ozeltisi hazirlamak
icin 10 mg Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi tartildi. Ardindan 5 ml %95’lik etanol
icerisinde iyice ¢oziildii. Uzerine 10 mL %85’lik fosforik asit ilave edilir ve 100 mL’ye
ddH20 ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile siiziilerek temizlendi. Hazirlanan
boya ¢ozeltisi +4°C’de saklanur.

Kalibrasyon egrisini hazirlamak i¢in BSA kullanildi. Bunun i¢in; 2, 4, 6,10, 15, 20,
40, 60, 80 ng BSA igeren ¢ozeltiler, 0,15 M’lik NaCl soliisyonu ile 100 pL’ye tamamlandi.
Ardindan iizerine 3’er mL yukarida anlatildigi gibi hazirlanan boya ¢ozeltisinden ilave
edildi ve vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda beklemeye birakildi. Ornekler icin
BSA yerine 10 pL her bir bakteriden izole edilen protein 6ziitii kullanilarak ayni islem
gerceklestirildi. Daha sonra 595 nm’de konsantrasyonlar1 dl¢iildii ve mg/ml cinsinden

protein miktarlar1 hesaplandi.

2.4.11. DyP-tipi Peroksidaz Enzimi Icin Zimogram Analizi

Zimogram analizi ile DyP-tipi peroksidaz aktivitesini tayin edebilmek i¢in substrat
olarak o-dianisidin kullanildi. Bunun igin, toplanan Orneklerin konsantrasyonlari
hesaplandiktan sonra, bakteri pellet ve slipernatantlardaki proteinlerden uygun miktarlarda
ornek alinarak, bu triinlere esit miktarda 2X muamele tamponu (0,15 M Tris-HCI pH 6,8
ve %20 gliserol) ilave edildi. Ardindan, numuneler %15'lik native poliakrilamid jele
(PAGE) yiiklendi. 0,75 mm kalinligindaki her bir jel i¢in 16 mA akim uygulanarak ayirma
islemi gergeklestirildi.

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel, jel boyama soliisyonu (50
mg/mL o-dianisidin, 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 5,5) ve 0,75 ml %3 H20>) ile

muamele edildi. 5-10 dakika sonra peroksidaz aktivitesi gosteren protein bantlar1 seffaf
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zemin iizerinde koyu kirmizi-kahverengi olarak goriildii (Mliki ve Zimmermann, 1992;

Sahinkaya vd., 2018).

2.5. Molekiiler Cahismalar

2.5.1. Primer Sentezi

B. megaterium ve B. licheniformis bakterilerinde bulunan DyP-tipi peroksidaz
genlerini PCR yontemi ile g¢ogaltmak ic¢in, DYP-F ve DypLipR_Hindlll primerleri

tasarlandi. Ncol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri icerecek sekilde

primerler tasarlandi (Tablo 8).

Tablo 8. DyP-tipi peroksidaz genlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler.

Restriksiyon Enzim

Primerin Adi Primerin Baz Dizini . o
Kesim Bolgesi
5"-CCA TGG GCG ATG AAC AGA
DYP-F AMA AGC-3’ 24 bp Ncol
. . 5’-AAG CTT CTA TGA TTC CAG .
DypLipR_HindlII VY Hindlll

CAA ACG-3' 24 bp

2.5.2. Bakterilerden Genomik DNA Izolasyonu

B. megaterium ve B. licheniformis bakterileri, LB siv1 besiyerinde, bir gece boyu,
37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin, bu bakterilerden Promega firmasina ait Wizard®
Genomik DNA Saflastirma Kiti kullanilarak genomik DNA’lar izole edildi. Bu kitin
protokoliine gore; oncelikle bir gece boyu inkiibe edilmis sivi kiiltiirler 1,5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi ve hiicreler 13.000 xg’de 2 dakika santrifiij edilerek
coktiirtildii. Santrifiij sonrasinda, siipernatant kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlar1 alindi.
Pellet tizerine, 480 pul 50 mM EDTA ilave edilerek vortekslendi. Ardindan, 10 mg/ml’lik
konsantrasyondaki lizozimden 120 pl ilave edildikten sonra, nazikge pipetleme yapilarak
pellet iyice ¢oziildii. Ardindan pelletler 37°C’de 60 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda 16.000 xg’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kismi uzaklastirildi.
Geriye kalan pellet tizerine 600 ul Nuclei Lysis soliisyonu ilave edilerek pipetleme ile

¢oziildii. Hemen bu islemin ardindan, pelletler 80°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra oda
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sicakligma kadar sogutuldu ve iizerine 3 pl RNaz soliisyonu eklendi. Ornekler alt iist
edildikten sonra 37°C’de 60 dk inkiibe edildi. Daha sonra, 200 pl Protein Precipitation
soliisyonu eklenip 20 sn vorteksledikten sonra, 6rnekler 5 dk buzda bekletildi. Bu siire
sonunda 16.000 xg’de 3 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant ayr1 bir mikrosantrifiij
tiipline alind1 ve iizerine 600 pl oda sicakliginda izopropanol eklendi. Genomik DNA
goriliniir hale gelene kadar ornekler yavasca alt st edildi ve 16.000 xg’de 2 dk santrifij
edildi. Pelletin iizerine 600 pl oda sicakliginda %70’lik etanol eklendi ve iyice karisincaya
kadar alt iist edilerek, 13.000 xg’de 2 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi dokiildiikten
sonra tiiplerdeki etanoliin tamamen uzaklastirilmast igin, Ornekler 20 dk. 37°C’de
bekletildi. Etanol tamamen uzaklastirildiginda, pellet tizerine 100 pl DNA rehidrasyon
soliisyonu eklendi ve 65°C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bu siire zarfinda DNA’nin
soliisyon i¢inde iyice ¢oziinmesi i¢in ara ara alt iist edilmistir. En sonunda, elde edilen

genomik DNA’lar kullanilacagi zamana kadar +4°C’de saklandh.

2.5.3. DyP-tipi Peroksidaz Geninin PCR Yo6ntemi ile Belirlenmesi

DYP-F ve DypLipR HindlIl primerleri yardimiyla B. megaterium ve B.
licheniformis bakterilerine ait olduklari diigiiniilen DyP-tipi peroksidaz genlerini ¢ogaltmak
i¢in bu bakterilere ait izole edilmis genomik DNA’lar1 kalip olarak kullanilarak gradient
PCR gergeklestirildi. Tasarlanan primerlerle gerceklestirilen PCR reaksiyonu bilesenleri
Tablo 9’daki gibidir. Gradient PCR sartlari; 95°C’de 5 dakikalik 6n bir denatiirasyon
basamagi, ardindan 36 dongii boyunca sirasiyla 94°C’de 30 sn. denatiirasyon, 42, 45, 47 ve
50°C sicakliklarinda 1 dk. baglanma (annealing) ve 72°C’de 1 dk. uzama (extention)

basamaklari1 ve son olarak son uzama basamagi da 72°C’de 5 dk. seklindedir (Tablo 10).
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Tablo 9. B. megaterium ve B. licheniformis tiirlerine ait DyP-tipi peroksidaz genlerini
cogaltmak icin gergeklestirilen PCR sartlari.

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) bilesenleri (25 uL) Hacim
5X Renkli PCR tamponu S5uL
MgCl2 (25 mM) 1,5 uL
dNTP mix (1 mM) 0,5 uL
DYP-F (10 uM) 0,5 uL
DypLipR_Hindlll (10 uM) 0,5 uL
dH20 16,3 uL
Taq DNA polimeraz 0,2 uL
Kalip DNA 0,5 uL

PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir igeren %1°lik
agaroz jelde vyiiriitiildii ve jelin sonuglar1 BioRad Gel Doc™ XR+ Jel Gériintiileme Sistemi
ile goriintiilendi. Ardindan PCR ile ¢ogaltilan DyP-tipi peroksidaz genleri, pPGEM-T® Easy
klonlama vektorii kullanilarak ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi (Tablo 11). Bu islemin
ardindan elde edilen ligasyon iriinii, E. coli JM101 kompetent hiicrelerine CaClz
metoduyla transforme edildi. Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant
plazmitler, TENS (URL-4, 2019) yontemiyle izole edildi ve %1’lik agaroz jelde
yiriitillerek rekombinant koloniler secildi. Klon varligini teyit etmek i¢in ECORI

restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu gergeklestirildi ve pozitif klonlar tespit edildi.

Tablo 10. B. megaterium ve B. licheniformis tiirlerine ait genomik DNA’lar kullanilarak
gerceklestirilen DyP-tipi peroksidaz genlerinin eldesi igin farkli sicakliklardaki

gradient PCR sartlari.
Sicaklik (°C) Stire(dk.) Dongii sayisi
95°C 5:00 1
94°C 0:30 36
42/45/47/50°C 1:00 36
72°C 1:00 36
72°C 5:00 1

12°C 0 1
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Tablo 11. B. megaterium ve B. licheniformis tiirlerine ait DyP-tipi peroksidaz genlerinin
ligasyon prosediiri.

Reaksiyon bilesenleri (10 pL) Hacim
2X Rapid Ligation T4 DNA ligaz tamponu 5uL
Kalip DNA 3uL
pPpGEM-T Easy klonlama vektorii (50 ng/uL) 1 ul*
T4 DNA ligaz (1 {inite) 1 pL

* 1:1 sulandirilmis vektor



3. BULGULAR

3.1. Karbon Kaynagim ve Optimum Konsantrasyonunu Belirlemek icin
Yapilan Optimizasyon Calismalari

En iyi renk gideriminin meydana geldigi karbon kaynagin1 belirlemek i¢in, 144 saat
boyunca B. licheniformis ve B. megaterium bakterileriyle gerceklestirilen optimizasyon
calismalar1 stirecinde toplanan 6rneklerin 280 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii. Negatif kontrol
ile kiyaslandiginda, en fazla renk gideriminin %1 (w/v) fruktozlu %5 (v/v) SL-MSM
besiyerinde oldugu belirlendi (Tablo 12). 72 saat sonunda, B. licheniformis bakterisi
yaklasik olarak %16 oraninda ve B. megaterium bakterisi %13,2 oraninda siyah likoriin
rengini giderdigi belirlendi.

Ardindan, farkli konsantrasyonlarda fruktozlu %5 SL-MSM besiyerleri hazirland:.
Bakteriler 144 saatlik optimizasyon ¢aligmalar1 boyunca toplanan érneklerin 280 nm’de
absorbanslar1 6lgiildii (Tablo 13). Olgiimler sonucunda en iyi renk gideriminin %1
fruktozlu %5 SL-MSM besiyerinde oldugu belirlendi. 72 saat sonunda, B. licheniformis
bakterisi yaklasik olarak %13,1 oraninda ve B. megaterium bakterisi %12,3 oraninda siyah
likSriin rengini giderdigi belirlendi.

Ayrica, bakterilerle gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalart boyunca CFU
analizleri yapild1 (Sekil 6-7). Bu analizlere gore, bakterilerin en iyi ¢ogaldigi karbon

kaynag1 fruktoz ve konsantrasyonu %1 (w/v) olarak tespit edildi.
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megaterium’a ait renk giderme ytizdeleri:

Tablo 12. %1 karbon kaynakli %5 SL-MSM besiyerindeki B.

licheniformis ve B.

%35 SL-MSM pH 7,6; %1 (w/v) glukoz

24 saat | 48.saat 72 .saat 96.saat 120.saat 144 saat
. licheniformis %4,33 %3,79 200,00 200,00 200,00 %60,00%
. megaterium 95,92 206,20 20,18 200,00 %2,38 %3,10
%35 SL-MSM pH 7,6; %1 (w/v) galaktoz
24.saat | 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat 144 saat
. licheniformis %2,67 %1,65 %3,65 200,00 200,00 200,00
. megaterium %0,00 90,00 %4,52 %2,73 200,00 200,00
%35 SL-MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz
24.saat | 48.saat | 72.saat 96.saat 120.saat 144 saat
. licheniformis %15,10 %5,60 | %15,90 | %0,98 90,46 %0,00
. megaterium 206,51 %8,04 | %13,20 | %?2,38 %3,10 20,00
%35 SL-MSM pH 7,6; %1 (w/v) sodyum asetat
24 saat | 48.saat | 72.saat 96.saat 120.saat 144 saat
. licheniformis %3,00 200,00 %2,63 20,00 200,00 20,00
. megaterium %1,74 %2,46 %5,95 20,00 200,98 20,46
%35 SL-MSM pH 7,6; %1 (w/v) siikroz
24 saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat 120.saat 144 saat
. licheniformis %1,00 20,00 200,00 %4,55 %00,00 20,00
. megaterium 95,65 %:2,01 %1,18 27,93 200,00 260,00
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Sekil 6. %1 karbon kaynakli %5 SL-MSM besiyerindeki B. licheniformis (a) ve B.
megaterium (b) bakterilerinin CFU analizleri.
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Tablo 13. Degisen konsantrasyonlarda fruktozlu %5 SL-MSM besiyerindeki B.
licheniformis ve B. megaterium’a ait renk giderme yiizdeleri.
%S5 SL-MSM pH 7,6; %0,25 (w/v) fruktoz
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis 90,42 %1,24 95,26 %1,89 200,00 200,00
B. megaterium %06,98 %06,35 %0,18 %3,35 %0,00 %2,70
%35 SL-MSM pH 7,6; %0,50 (w/v) fruktoz
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %4,55 %2,37 %06,90 %0,51 %1,55 %0,00
B. megaterium %3,03 %15,24 %4.,52 %1,16 %:2.,43 20,00
%35 SL-MSM pH 7.,6; %1 (w/v) fruktoz
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %5,24 %38,60 %13,09 %06,55 %3,22 %0,14
B. megaterium 95,98 %7,27 %12,29 %7,50 %:2,40 260,62
%35 SL-MSM pH 7,6; %1,5 (w/v) fruktoz
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %:2.,48 %3,00 %4,00 %2,75 %3,64 %0,64
B. megaterium %15,29 200,00 %35,95 23,88 92,18 %2,54
%35 SL-MSM pH 7.6; %2 (w/v) fruktoz
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %3.,35 %4,68 %0,37 %1,88 %0,02 %0,20
B. megaterium %2,46 %4,90 9%0,55 %4,65 %0,09 %0,93
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Sekil 7. Degisen konsantrasyonlarda fruktozlu %5 SL-MSM besiyerindeki B. licheniformis
(a) ve B. megaterium (b) bakterilerinin CFU analizleri.

3.2. Azot Kaynagim ve Optimum Konsantrasyonunu Belirlemek i¢in Yapilan
Optimizasyon Cahismalari

En iyi renk gideriminin meydana geldigi karbon kaynagin1 belirlemek i¢in, 144 saat
boyunca B. licheniformis ve B. megaterium bakterileriyle ger¢eklestirilen optimizasyon
caligmalar1 slirecinde toplanan 6rneklerin 280 nm’de absorbanslari 6l¢iildii. Negatif kontrol
ile kiyaslandiginda, en fazla renk gideriminin %1 pepton iceren %1 fruktozlu %5 SL-MSM

besiyerinde oldugu belirlendi (Tablo 14). 72 saat sonunda, B. licheniformis bakterisi
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yaklagik olarak %8,4 oraninda ve 24 saat sonunda, B. megaterium bakterisi yaklasik olarak
%11,6 oraninda siyah likoriin rengini giderdigi belirlendi.

Ardindan, farkli konsantrasyonlarda pepton igeren %1 fruktozlu %5 SL-MSM
besiyerleri hazirlandi. Bakteriler 144 saat boyunca ¢ogaltildiktan sonra 280 nm’de dlgtildi
(Tablo 15). Olgiimler sonucunda en iyi renk gideriminin %1 fruktozlu %5 SL-MSM
besiyerinde oldugu belirlendi. 72 saat sonunda, B. licheniformis bakterisi yaklasik olarak
%13,1 oraninda ve B. megaterium bakterisi %12,3 oraninda siyah likoriin rengini giderdigi
belirlendi.

Ayrica, bakterilerle gerceklestirilen optimizasyon c¢alismalart siiresince CFU
analizleri yapild1 (Sekil 8-9). Bu analizlere gore, bakterilerin en iy1 ¢ogalmay1 gosterdigi

azot kaynag1 pepton ve konsantrasyonu %1,5 (w/v) olarak tespit edildi.

Tablo 14. %1 azot kaynakli ve %1 fruktoz iceren %5 SL-MSM besiyerindeki B.
licheniformis ve B. megaterium’a ait renk giderme yiizdeleri.

MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1 (w/v) pepton

24 saat 48.saat 72 .saat 96.saat 120.saat 144 saat
B. licheniformis %5,62 %6,34 %38.,39 %38.20 %1,45 200,00
B. megaterium %11,57 %15,87 %38,04 205,65 200,00 200,00

MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1 (w/v) maya ekstrakti

24 .saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %0,00 %1,65 %0,00 %5,60 %0,09 %0,00
B. megaterium %0,00 %0,00 9%0,52 %0,00 %0,09 %0,00
MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1 (w/v) tripton
24 .saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
B. licheniformis %3,29 %0,00 %0,00 %0,00 %0,00 %0,00
B. megaterium %0,00 %2,00 9%0,18 %0,00 %0,00 %0,31

MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1 (w/v) sodyum nitrat

24 saat 48.saat 72 .saat 96.saat 120.saat 144 .saat
B. licheniformis %0,00 %3,00 90,00 %0,00 %0,00 %0,00
B. megaterium %1,74 20,00 95,95 %0,00 %0,00 %0,00
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Sekil 8. %1 azot kaynakli ve %]l fruktoz igeren %5 SL-MSM besiyerindeki B.
licheniformis (a) ve B. megaterium (b) bakterilerinin CFU analizleri.
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Tablo 15. Degisen konsantrasyonlarda pepton igeren %1 fruktozlu %5 SL-MSM
besiyerindeki B. licheniformis ve B. megaterium’a ait renk giderme yiizdeleri.

MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %0,25 (w/v) pepton

24 .saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat 144.saat
. licheniformis %7,14 900,00 900,00 %3,53 90,00 %1,65
. megaterium %35,07 %2,00 %3,18 %1,52 90,58 %0,37

MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %0,50 (w/v) pepton

24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat | 144.saat
. licheniformis %4,98 %1,65 %0,00 %4,35 %4,65 %0,65
. megaterium %5,65 %1,18 200,52 %4,11 %7,97 200,98
MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1 (w/v) pepton
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat 144 .saat
. licheniformis %0,00 99,11 %38,90 %0,00 %4,46 %1,66
. megaterium %1,74 %00,00 %6,52 %5,78 %7,73 %9,82
MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %1,5 (w/v) pepton
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat 144 .saat
. licheniformis 95,90 %7,10 %15,90 %15,78 %7,73 %1,18
. megaterium %7,78 %7,51 %10,52 %38,08 %9,11 %0,24
MSM pH 7,6; %1 (w/v) fruktoz, %2 (w/v) pepton
24 saat 48.saat 72.saat 96.saat 120.saat 144 .saat
. licheniformis %1,74 %0,00 %35,95 %35,78 %7,88 %0,00
. megaterium %5,65 %2,01 %1,18 %0,01 %2,15 %0,78
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Sekil 9. Degisen konsantrasyonlarda pepton iceren %]l fruktozlu %5 SL-MSM
besiyerindeki B. licheniformis (a) ve B. megaterium (b) bakterilerinin CFU
analizleri.

3.3. Lignin Degredasyonunun Belirlenmesi

Bu yontem i¢in; uygun karbon ve azot kaynaklarimi iceren %5 SL-MSM (pH 7,6)

besiyeri hazirlandi. B. megaterium ve B. licheniformis bakterileri 7 giin boyunca bu

besiyerinde cogaltildi. 7 giin boyunca toplanan Orneklerin siipernatantlarina Pearl ve

Benson’in gelistirdigi metot uyguland (Sekil 10).
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Sekil 10. Optimum sartlarda B. licheniformis ve B. megaterium’a ait lignin degredasyon
sonugclari.

3.4. Lignin Degredasyon Zonunun Goézlenmesi

Bir gece boyu KL’li MSM besiyerinde biiyiitilen B. megaterium ve B.
licheniformis bakterilerinden alinan 6rneklerin siipernatantlarindan 100ul inokiile edildi ve
bir gece boyu bakteriler icin 37°C’de birakildi. Ertesi giin olusan zonlar incelendi (Sekil
11).

Sekil 11. Metilen mavisi (a) ve kraft lignin (b) iceren LBM agar besiyeri iizerine ilave
edilen B. megaterium ve B. licheniformis siipernatantlarinin bir giin sonra olusan
zonlarinin gorlintiisii.
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3.5. B. megaterium ve B. licheniformis Tiirlerine Ait DyP-tipi Peroksidaz
Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi ve pGEM®-T Easy Vektoriine
Klonlanmasi

Bakterilerden izole edilen LB besiyeri igerisinde ¢ogaltilan B. megaterium ve B.
licheniformis bakterilerine ait DyP-tipi peroksidaz genleri sirasiyla 42, 45, 47 ve 50°C
sicakliklarinda PCR ile ¢ogaltildi. PCR sonucunda olusan firiinler, %1’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek gorilintiilendi. Bantlarin biiyiikliiklerini  belirlemek icin DNA markori

kullanild1 (Sekil 12).

Sekil 12. B. megaterium (1-4) ve B. licheniformis (6-9) bakterilerinin 42/45/47/50°C
sicakliklarinda gerceklestirilen DyP-tipi peroksidaz geni igin gradient PCR
sonuclari, DNA markdrii (5).

Gradient PCR sonuglarina ve literatiirlerdeki ¢alismalara dayanarak 1200-1400 bp
civarindaki bantlar jelden kesilerek c¢ikartildi. Ardindan jelden izole edilen bantlar
oncelikle, pPGEM®-T Easy vektoriine klonlandi. Daha sonra, E. coli JM101 kompetent
hiicreleri icerisine aktarildi. Ertesi giin, klon olarak diisiiniilen koloniler secildi ve

plazmitleri TENS yontemiyle izole edildi (Sekil 13).
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Sekil 13. B. licheniformis (1-4) ve B. megaterium’un (6-8) TENS yontemi ile izole edilen,
DyP-tipi peroksidaz geni klonlanmis pGEM-T Easy klon plazmitlerinin
goriintiisii. Klonlama yapilmayan pGEM-T Easy vektorti (5).

%]1°lik agaroz jelde yiriitillerek vektore klonlanan DyP-tipi peroksidaz genini
icerebilecek ilgili klonlar secildi, ECORI ile kesilerek vektor icerisindeki genin varligi teyit
edildi (Sekil 14).

Sekil 14. Segilen B. licheniformis’e (1-2) ve B. megaterium’a (4) ait DyP-tipi peroksidaz
genlerini igeren PpGEM-T Easy klonlarmin EcoRI restriksiyon enzimi ile
kesimleri. Klonlama yapilmayan pGEM-T Easy vektorii (6), B. licheniformis (3)
ve B. megaterium (5)’a ait DyP-tipi peroksidaz genlerinin PCR firiinlerinin
EcoRlI enzimiyle kesimleri sekilde gosterilmistir.
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3.6. DyP-tipi Peroksidaz Enzimi i¢in Zimogram Analizi

Zimogram analizi ile DyP-tipi peroksidaz aktivitesini gorebilmek igin substrat
olarak o-dianisidin kullanildi. Bunun igin, toplanan pellet ve siipernatant Orneklerinin
konsantrasyonlarmma gore uygun miktarlarda numuneler yiiklendi ve %15'lik native
poliakrilamid jelde yiiriitiildii. Yiriitilme isleminin bitmesinin ardindan jel boyama
soliisyonu ile muamele edildi. 5-10 dk. sonrasinda B. licheniformis bakterisinin stipernatant
ve B. megaterium bakterisinin pellet orneklerinde, 24. saatten itibaren koyu kirmizi-
kahverengi bantlarin varligina rastlandi (Sekil 15-16). B. licheniformis bakterisinin pellet
orneklerinde ve B. megaterium bakterisinin siipernatant Oorneklerinde koyu kirmizi-

kahverengi bantlarin varligina rastlanmadi.

1 2 3 4 S o6 7 8 9 10

— : = —— S——

-

Sekil 15. B. licheniformis bakterisinin sirasiyla 24-144. saatleri arasinda, MSM (1,3,5,7,9)
ve %0,75 KL’li MSM (2,4,6,8,10) besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra elde edilen
stipernatant Orneklerinden yapilan DyP-tipi peroksidaz zimogram analiz
sonugclari.



45

LS. Sa——

Sekil 16. B. megaterium bakterisinin sirasiyla 24-144. saatleri arasinda, MSM (1,3,5,7,9)
ve %0,75 KL’li MSM (2.4,6,8,10) besiyerinde ¢ogaltildiktan sonra elde edilen
pellet 6rneklerinden yapilan DyP-tipi peroksidaz zimogram analiz sonuglari.



4. TARTISMA

Kagit ve kagit hamuru endiistrisi giiniimiizdeki en biiyiik endiistrilerinden birisidir.
Kagit yapiminda kullanilan ham madde lignoseliillozdur. Kagit hamuru yapim siireci
esnasinda lignin ve hemiseliilozlari, lignoselillozdan ayirmak i¢in odun parcalar
kimyasallarin varhiginda, ¢ok yiiksek sicaklik ve basing altinda pisirilmektedir. Bu islem
sonucunda cesitli kirletici ve toksik maddelerin bir arada bulundugu (lignoseliilozik
malzemeler, lignosiilfonik asitler, klorlu re¢ine asitleri vb.) siyah likor adi verilen atik su
meydana gelmektedir. Uluslararas1 Lignin Enstitlisii (ILI)'ne gore, kagit ve kagit hamuru
endiistrisi sayesinde her yil yaklasik olarak 30 x 10 ton lignin iiretilmekte ve bunlarm
sadece 2 x 10%° tonu (yaklasik %2’si; lignosiilfonatlar veya kraft isleminden elde edilen
lignin halinde) iglenmektedir ve ticari olarak piyasaya siiriilmektedir (Toledano vd., 2010;
Schoenherr vd., 2019). islenmemis ligninin neredeyse tamamma yakini (yaklasik olarak
%90-95) siyah likorde ¢oziiniir halde bulunmaktadir (Chandra vd., 2007).

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinin atik suyu olan siyah likor, havay1 ve topragi
kirleterek ¢evreye ve iginde bulundugu sucul ve karasal ekosistemlere biiyiik bir tehdit
olusturmaktadir. Cesitli arastirmalarda, kagit ve kagit hamuru atik suyunun aritilmadan
dokildiigii sulak alanlarda yasayan hayvanlarin iizerindeki zararli etkilerini bildirilmistir.
Bu zararl etkilerin en gdze ¢arpanlari; solunum stresi, oksidatif stres, karaciger hasar1 ve
genotoksisitedir (Vass vd., 1996; Schnell vd., 2000; Chandra ve Singh, 2012). Bu
kirleticilerin ortamdan uzaklastirilmas1 icin kullanilan ¢esitli fiziksel ve kimyasal
yontemlerin bazilar1 sert kosullar ve yiiksek enerji girisi gerektirir, bazilar1 ise oldukca
maliyetlidir. Bu ac¢idan biyolojik yontemler, 6zgiin ve etkili bir alternatif sunmasi
nedeniyle lignin doniisiimii i¢in ideal bir yaklasim olarak goriilmektedir (Chen ve Wan,
2017). Mikroorganizmalarin kullanildig1 biyokatalitik siirecler, lignini ¢evre dostu hale
getirebilmekte ve zararsiz alt formlarina ayristirabilmektedir.

Mikroorganizmalar, siyah likor gibi atik maddelere tirettikleri enzimlerin etkisiyle
ve biyosorpsiyonla miidahalede bulunmaktadir (Park vd., 2007). Lignin degredasyonu ile
ilgili arastirmalar genellikle funguslarla yapilmistir ve bu organizmalarla basarili sonuglara
ulagilmistir (Janusz vd., 2017). Bu yiizden, funguslar birincil lignin ayrigtiricilart olarak
tercih edilmektedir. Ancak funguslara nazaran, bakteriler daha genis pH, sicaklik ve

oksijen araliklarin1 tolere edebilmekte ve manipiilasyonlar1 daha kolay olabilmektedir.
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Ayrica, bakteriler anaerobik kosullara muazzam bir adaptasyon sergilemekte, sicaklik, pH
ve oksijen sinirlamalarina karsi tolerans gosterebilmektedir (Wu ve He, 2013). Bakteriyel
lignin degredasyonunun fungal sistemlerden daha 6zgiil olduguna dair kanitlar da
mevcuttur (Vicufia, 1988; Zimmermann, 1990; Mliki ve Zimmermann, 1992). Bu agidan,
ozellikle kagit ve kagit hamurunda bakterilerin uygulamalari ile ilgili arastirmalar giinden
giine artmaktadir. Literatiirler tarandiginda, 6zellikle Bacillus cinsi ile alakali son yillarda
lignin degredasyonu ve renk giderimi hakkinda caligmalar bulunmaktadir (Hoopa vd.,
2018; Verma ve Ekka, 2018; Sapapporn vd., 2019; Zainith vd., 2019). Yukarida ifade
edilen bilgilerin 1s18inda, gergeklestirilen bu g¢alismada, Bacillus licheniformis ve B.
megaterium bakterileri kizilgam siyah likériine uygulanmis ve uygulama sartlari optimize
edilmeye ¢alisilmustir.

Biyolojik yontemlerin amaci, besin oranlarmin optimizasyonu (hedef Kirleticileri
parcalayabilen secilmis mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini tesvik etmek i¢in) ve uygun bir
sekilde se¢ilmis izole edilmis mikroorganizma suslarinin ilgili maddeleri degrede edebilme
kabiliyetlerini ele alan uygulamalardir (Ravichandran vd., 2018). Singhal ve Thakur’un
2009 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada bir fungus tiirii olan Emericella nidulans (anamorfu
Aspergillus nidulans)’in seker kamisi kiispesi atik suyuna uygulamasi yapilmistir. Bu
calismalarda besiyeri olarak %10 atik su iceren MSM kullanilmistir. Karbon kaynaklari
olarak; siikroz, dekstroz, sodyum asetat ve sodyum sitrat ve azot kaynaklar1 olarak; maya
ekstrakti, tripton, pepton ve sodyum nitrat tercih edilmistir. Uygulamalar ise {i¢ kez
tekrarlanmigtir. 35°°de ve 125 rpm’de, 24 saat sonucunda, %0,25 dekstroz ile %0,1 tripton
iceren besiyerinde; atik suyun rengini %66,6 oraninda giderdigi ve igerigindeki lignini
%37 oraninda degrede ettigi rapor edilmistir. Verma ve Ekka’nin 2018 yilinda yaptiklari
bir arastirmada; 16S rRNA dizi analizleri sonucunda Bacillus subtilis tiirii oldugu anlasilan
bakteri siyah likordeki kraft lignine uygulanmistir. 30°°de ve 120 rpm’de, %1 glukoz ile
%3 pepton igeren kraft ligninli besiyerinde; 168 saat sonunda kraft lignini %18,66
oraninda degrede ettigi ve %25,07 oraninda rengini giderdigi tespit edilmistir.

Gergeklestirilen siyah likor renginin agilmast ¢alismasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde, degerlerin artan saatlere dogru olmak iizere renk agilma yiizdelerinde
artma ve azalmalar seklinde dalgalanmalar goriilmektedir. Bu dalgalanmalarin
nedenlerinin renk agartilmas1 iizerinde etkili olan enzimlerin ¢ift yonlii olarak

calismasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir (Tablo 12-15).
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Gergeklestirilen bu ¢alismada, B. licheniformis ve B. megaterium bakterileri ile
gerceklestirilen optimizasyonda; siyah likor konsantrasyonu %5 olarak belirlendi ve
besiyeri olarak MSM kullanildi. Karbon kaynaklar1 olarak, glukoz, galaktoz, fruktoz,
sodyum asetat ve siikroz, azot kaynaklar1 olarak tripton, pepton, sodyum nitrat ve maya
ekstrakti tercih edildi. 37°’de ve 140 rpm’de gergeklestirilen optimizasyon c¢aligmalarinda
B. licheniformis ve B. megaterium tiirlerinde maksimum renk giderimi 72 saat sonunda
tespit edildi. Karbon kaynagi olarak maksimum renk giderimi, fruktozda (sirasiyla; %15,90
ve %13,20) ve %1 konsantrasyonda (sirastyla; %13,09 ve %12,29) tespit edildi. Azot
kaynagi olarak maksimum renk giderimi ise, peptonda B. licheniformis igin 72 saat
sonunda (%8,39) ve B. megaterium i¢in 24 saat sonunda (%11,57) oldugu tespit edildi.
%1,5 pepton konsantrasyonunda ve B. licheniformis ve B. megaterium tiirlerinde
maksimum renk giderimi 72 saat sonunda ve sirasiyla %15,90 ve %10,52 olarak tespit
edildi. Elde edilen bu sonuclar ve literatiir bilgileri karsilastirildiginda optimize sartlar
altinda her iki bakterinin de yiliksek bir renk giderim aktivitesine sahip olmadig
goriilmektedir.

Gergeklestirilen bu ¢alismada, lignin degredasyon yiizdesi Pearl ve Benson (1940)
tarafindan ortaya konulan yontemle tespit edildi. Uygun sartlarda kizilgam siyah likorii ile
azot ve karbon kaynagi iceren MSM besiyerinde, 168 saat boyunca bakteriler ¢ogaltildi.
Maksimum lignin degredasyonu 72 saat sonunda, B. megaterium ve B. licheniformis
bakterilerinde sirasiyla %13,65 ve %13,10 oraninda tespit edildi.

Literatiirler incelendiginde, Bacillus megaterium ve B. licheniformis bakterilerinde
kizilcam siyah likoriiniin - kullanildigina  dair  arastirmalara  rastlanilmamaktadir.
Literatiirlerde genellikle okaliptiis, bambu ve seker kamis1 gibi ham maddelerden kagit ve
kagit hamuru imal eden endiistrilerden agiga ¢ikan atik sular kullanilmaktadir (Singhal ve
Thakur, 2009; Chandra ve Singh, 2012; Sahinkaya vd., 2018). Ayrica gergeklestirilen bu
calismadan elde edilen sonuglar literatiirlerle karsilastirildiginda her iki bakterininde lignin
degradasyon yiizdelerinin diisiik oldugu goriilebilir. Fakat kizilgam kagit hamurundaki
lignin oran1 yukarida ifade edilen bitkilerdekine kiyasla daha yogundur.

Lignolitik  enzimler ligninazlar olarak  adlandirilmaktadir ve  lignin
degredasyonunda rol oynayan enzimlerdir (Zimmermann, 1990). Lignin degredasyonunda
gorev alan bir¢ok enzim bulunmaktadir ve bu enzimlerin baslicalar ksilanazlar, lakkazlar
ve peroksidazlardir (Colpa vd., 2014; Singh vd., 2019). Literatiirler incelendiginde

cogunlukla fungal kaynakli enzimlere rastlanmaktadir. Tez ¢alismasinda aydinlatilmaya
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calisilan DyP-tipi peroksidaz ilk kez funguslarda kesfedilmistir (Kim ve Shoda, 1999).
Bacillus tiirlerinin peroksidaz, lakkaz ve ksilanaz enzimlerini {iretebildigine dair
arastirmalar bulunmaktadir (Colpa vd., 2014; Raj vd., 2018; Verma ve Ekka, 2018; Brink
vd., 2019). Bu raporlardan bazilar1 enzimlerinin saflastirilarak denenmesi yoniinde, bazilari
da kagit ve kagit hamuru endistrisinde bakterilerin potansiyel olarak kullanilabilme
yetenekleri tizerinedir.

Sindhu ve ark. (2006)’larin yaptig1 bir calismada Bacillus megaterium bakterisine
ait ksilanaz enziminin iiretimi kat1 hal fermentasyonu kullanilarak yaklasik olarak 423 kat
artirilldig rapor edilmistir. Bu ksilanazin firinda kurutulmus kagit hamuruna uygulanmasi
ve %10 tutarlilikla biyoagartma denemeleri sonucunda; parlaklifinda 9%38,12 ve
viskozitesinde %1,16 oraninda artma gézlenmisken, kappa numarasinda %13,67 ve klorin
dioksit asamasinda klor tiiketiminde %31 oraninda azalmanin oldugu belirtilmistir. Raj vd.,
2018 yilinda yaptiklart bir ¢aligmada, B. licheniformis bakterisinin Alkl susundan izole
edilen ksilanazin 2 saat okaliptiis siyah likoriine muamelesi sonucunda negatif kontrole
kiyasla, ~%19 oraninda siyah likorii degrede ettigi rapor edilmistir.

Bu c¢aligmada ayrica, DyP-tipi peroksidazin varligmin tespit edilmesi amaciyla
zimogram analizi gerceklestirilmistir (Mliki ve Zimmermann, 1992; Sahinkaya vd., 2018).
24. saatten itibaren B. licheniformis bakterisinin siipernatant ve B. megaterium bakterisinin
pellet 6rneklerinde, literatiirlerde rapor edildigi gibi DyP-tipi peroksidazin varligini tayin
eden koyu kirmizi-kahverengi bantlarin olustugu goriildii. Elde edilen bu sonuglara gore B.
licheniformis bakterisinin DyP-tipi peroksidazinin hiicre digina salinan ve B. megaterium
bakterisinin DyP-tipi peroksidazinin ise hiicre i¢i bir enzim oldugu gorilmektedir.
Molekiiler caligmalarla DyP-tipi peroksidaz enzimi basarili bir sekilde klonlandi.

Sahinkaya vd.’nin 2018 yilinda yaymlanan bir arastirmada Rhodococcus sp. T1
bakteri tiiriine DyP-tipi peroksidaz enzimi ¢alisilmistir. DyP-tipi peroksidaz enzimine ait
gen dizisi, pET28a (+) ekspresyon vektoriine klonlandiktan sonra 20°’de 12 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler santrifiij yardimiyla toplanmis ve sonikasyon
cihazi yardimiyla patlatilarak hiicredeki proteinlerin disariya ¢ikmasi saglanmistir. DyP-
tipi peroksidaz enzimi iyon degisim kromatografisi kullanilarak saflastirilmis ve ardindan
karakterizasyon c¢aligmalar1 uygulanmastir.

Santos vd.’nin 2014 yilinda yaymladiklar1 bir makalede Bacillus subtilis ve
Pseudomonas putida MET94 bakterilerine ait DyP-tipi peroksidaz enzimleri galigilmustir.
DyP-tipi peroksidaz enzimine ait gen dizileri, pET21a (+) eckspresyon vektoriine
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klonlanmigtir. Ekspresyonlar1 ise, 25°°de gece boyu gergeklestirilmistir. Ekspresyon
sonrasinda, hiicreler santrifiij edilerek toplanmistir ve French pres yardimiyla patlatiimistir.
AKTA saflagtirici yardimiyla proteinler saf halde elde edilmistir ve karakterizasyon
calismalar ylriitilmiistiir.

van Bloois vd.’nin 2010 yilinda yayinlanan bir arastirmasinda Thermobifida
fusca’dan elde edilen DyP-tipi peroksidaz geni ve tiirevleri, pPBAD/Myc-His A vektoriine
klonlanmistir. 37°C’de eksprese edildikten sonra hiicreler sonikasyon ile patlatilmustir.
hiicrelerdeki sitoplazmik ve periplazmik protein fraksiyonlar1 ¢oziiniir halde elde etmek
amaciyla ultrasantrifiij islemi uygulanmustir. Ni2*~NTA kolonu ile birlikte fraksiyonlar saf
olarak elde edilmistir ve SDS-PAGE’de goriintiilenmistir. Bu islemin ardindan enzim
assay ve karakterizasyon islemleri uygulanarak enzim ve tiirevleri analiz edilmistir.

Rahmanpour vd.’nin 2016 yilinda yayinladiklar1 bir makalede Thermobifida fusca
bakterisinde mevcut DyP-tipi peroksidaz geninden Tat sinyal dizisi ¢ikartilarak ve Hise
flizyon proteini eklenerek pET151 ekspresyon vektoriine klonlanmistir. Konak hiicrede
15°C’de 16 sa. boyunca eksprese edilmistir. Ekspresyonun ardindan hiicreler santrifiij
edilerek toplanmigs ve ardindan proteinleri elde etmek igin patlatilmistir. Hise flizyon
proteinini diziden uzaklastirmak i¢in rekombinant TEV proteaz ile 16 sa. oda sicakliginda
inkiibe edilmistir ve ardindan Ni-NTA kolonu yardimiyla saflastirilmistir. Sonrasinda ise
karakterizasyon caligsmalari ile karakteristik 6zellikleri tespit edilmistir.

[leriki ¢alismalarla bu enzimlerin yiiksek seviyelerde iiretimi ve karakterizasyonlari
yapilabilir.

Bacillus cinsine ait olan bu bakterilerin kizilgam siyah likoriindeki lignin
degredasyonu ve renk giderimi sonuglari1 literatiirlerdeki sonuglara kiyasla oldukga
diistiktiir. Gergeklestirilen bu calisma sonuglarina gore, DyP-tipi peroksidaz enziminin
varliginin tespiti neticesinde bu organizmalarin lignolitik potansiyelleri tayin edilmistir. Bu
nedenle, yiksek pH seviyelerini tolere edebildiginden siyah likoriin toksik etkilerinin

gideriminde etkili oldugu sonucuna varilmstir.



5. SONUCLAR

Yapilan konsantrasyon g¢aligmalariyla bu bakteriler lizerinde besiyerlerine eklenecek
siyah likor konsantrasyonu %5 olarak belirlenmistir.

144 saatlik siire zarfinda renk agartma deneylerinde en uygun karbon kaynagi fruktoz
(%1), en uygun azot kaynagi ise pepton (%1,5) olarak bulunmustur.

144 saatlik optimizasyon ¢aligmalarinda B. licheniformis ve B. megaterium bakterileri
i¢cin en iyi degredasyon i¢in yaygin olarak 72 saat sonunda tespit edilmistir; sirasiyla
yaklasik olarak %16 ve %11.

Uygun kosullarda B. licheniformis bakterisinin yaklasik olarak %13 oraninda, B.
megaterium bakterisinin ise yaklasik olarak %14 oraninda degrede ettigi absorbans
sonuglarina dayanarak hesaplandi.

Zimogram analizleri sonucunda B. licheniformis bakterisinden elde edilen siipernatant
orneklerinde ve B. megaterium bakterisinden elde edilen pellet 6rneklerinde DyP-tipi
peroksidaz geninin varligina rastlanildi.

DyP-tipi peroksidaz genleri tasarlanan primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.
Cogaltilan iiriinler pPGEM-T® Easy vektoriine klonlandi.



6. ONERILER

Daha ileriki ¢aligmalarda DyP-tipi peroksidaz geninin dizi analizlerinin yapilarak
pET vektor sistemlerine aktarilmasi, yiiksek miktarlarda tretilsmesi ve Kkarakterize
edilmesi 6nerilmektedir.

Rekombinant bakterilerden yiiksek oranda elde edilecek olan enzimlerin lignin ve
boya iceren, ¢evresel kirlilige neden olan baz1 endiistriyel atik sularda kullanilabilirliginin
arastirilmasi da onerilmektedir.

Gergeklestirilen renk giderimi ¢aligmalarinda saatler itibariyle bazi dalgalanmalar

gbze ¢arpmakta olup bu dalgalanmalarin nedenlerinin arastirilmasi 6nerilmektedir.
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